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Ceskoslovenskd

MIKROBIOLOGIE
roéntk 2. (1957) — & 4

Pisobeni povrchové aktivnich latek na drsné a hladké formy kvasinek

LUDMILA SILHANKOVA
Biologické katedra, Vysoké 8kola chemicko-technologické, Praha

Dodlo 15. 1. 57

V predeslé praci (Silhdnkovs 1956) jsme zjistili, %e drsné formy kvasinek, podobnd
jako drsné formy bakterii, jsou citlivéjsi viuéi choldtu sodnému nez formy hladké,
nebof jsou uplné inhibovany pfi koncentracich, pfi kterych se hladké formy roz-
mnozuji téméf normalni rychlosti. Jelikoz podle Staceye a Webba (1947) souvisi
inhibi¢ni efekt Zludovych kyselin tizce se sniovanim povrchového napéti, zjistovali
jsme, zda i jiné povrchové aktivni latky maji podobny téinek a zda tento uéinek
souvisi 8 jejich povrchovou aktivitou.

Utinnost povrchové aktivnich ldétek na mikroorganismy byla sledovina etnymi
autory, aviak vysledky jejich praci se dasto znaén& li&i, takZe dosud nebyl uplné
objasnén mechanismus pusobeni téchto latek. Piehled tohoto tematu podava
Glassman (1948), ktery referuje o pracich sledujicich Géinnost povrchové aktivnich
litek na bakterie a viry. Vliv kationaktivnich detergendénich prostfedké na kva-
sinky studovala Komarova (1953), ktera zjistila, Ze fungicidni Géinnost téchto latek
zévisi mimo jiné na velikosti inokula a na michdni kvasného substratu. Shibasaki
a Terui (1953) zjistili, Ze koncentrace povrchové aktivnich latek inhibujici kvaseni
se lisi od koncentrace inhibujici rozmnoZovani kvasinek a Ze obé zavisi na sloZeni
media.

Materidl a metody

Poutité kvasinky. Pracovali jsme se samovolnd dissociovanymi kulturami kvasinek: s kvasinkou
Saccharomyces fragilis, lihovarskou kvasinkou a dvéma kmeny vinafskych kvasinek, z nich# byly ziskédny
¢isté drsné a hladké formy (Silhdnkové 1956). Z kiisotvornych kvasinek jsme poutili Hansenula ano-
mala, Pichia membranaefaciens, Hansenula Schneggii a Candida mycoderma. Pouzivané kultury byly pfed
katdym pokusem dvakrit po sobd kultivovany vidy 48 hodin na sladince p¥i 30 °C.

Poutité povrchové aktivni ldtky. Z kationaktivnich ¢inidel jsme zkoudeli Ajatin Spofa (10% vodny
roztok dimethyllaurylbenzylamoniumchloridu), déle Katexol-298 (laurylamidoethylpyridiniumechlorid)
a Syntex-20 (smés Katexolu-298 s kondensaénim produktem kyselin zmydelndného kokosového tuku
8 monoethanolaminem, oboje vyrab&né pro textilni tidely firmou Chemotex, Boletice).

Z anionaktivnich &inidel jsme pouzili alkylsulfatd obchodnich znatek Texapon, Syntex L v prasku
(asi 309 laurylsulfét), Santomerse (myristylsulfdt) a sulfonovanych preparatu znadek Tergitol (sulfo-
novany sekunddrni alkohol), Neokal (butylnaftalensulfonan), Aralkal (alkylarylsulfonan) a 48% alkyl-
arylsulfonan vyzkumné vyroby Severofeskych tukovych zévodd. Déle jsme zkouleli Retardon A
(kondensaéni produkt chloridi vyssich mastnych kyselin se $tdpnymi produkty bilkovin). V8echny tyto
l4tky byly vyrdbény pro primyslové udely. Vy¥¥i mastné kyseliny jakoZto nejjednodussi anionaktivni
povrchové latky nemohly byt zkouSeny pro svou nerozpustnost v kyselém prostiedi, je# je nutné pro kul-
tivaci kvasinek.

Jako neionogenni povrchov® aktivni litky byly zkoudeny kondenséty polyethylenoxydu s mastnymi
kyselinami nebo vy¥%imi alkoholy, a to Tween-80 (polyoxyethylenovy derivdt sorbitolmonoolejanu),
Emulfor (di-(heptyl-isohexyl)-fenol kondensovany s ethylenoxydem), Eryfor El (kondensaéni produkt
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ricinového oleje se 40 mol. ethylenoxydu) a Eryfor-0-1009% (kondensat 1 mol. vys$iho mastného alko-
holu, ptevazns oleylalkoholu, s 20 — 25 mol. ethylenoxydu). Eryfor E1 a Eryfor-0 jsou vyrobky Novackych
chemickych zavoda.

Poutité roztoky povrchové aktivnich latek byly pfipraveny rozpusténim ginidel za aseptickych pod-
minek ve sterilni destilované vod& a nebyly jiz sterilovény. Koncentrace téchto &inidel v Zivné puds je
uddna v procentech prodejného produktu, koncentrace Ajatinu jsou udévany v mg% dimethyllauryl-
benzylamoniumchloridu.

Zivné prostiedi a kultivaéni technika. Jako %ivného prosttedi jsme poutili sladinky o koncentraci 8 °Bg,
PH 4,5 a 6,5, ptipadn® ztuzené 2 9 agaru; pH bylo po sterilaci vidy znovu upravovéano. Roztoky po-
vrchové aktivnich latek byly pipetovany do Petriho misek a pFelity pfesnym objemem rozehi4té sladinky
s agarem, nebo byly pipetovany do zkumavek s piesnym objemem sladinky. U kontrol byly roztoky
nahrazeny stejnym objemem sterilni destilované vody. Kvasinky jsme ockovali z tekuté pudy, a to
&érkovénim na utuhlou Zivnou padu ztuZenou agarem a pipetovanim 0,5 ml suspense narostlych kvasinek
do pidy tekuté. Inkubaéni teplota byla 30 °C. Rist obvykle sledovéan ve 24 hodinovych intervalech.

Potitdns bunék. Zivé builky jsme potitali deskovou kultivaéni metodou. U drsnych forem byla
suspense pipetovana na utuhlou pudu, aby bylo ihned patrno, zda vyrostlé kolonie jsou drsné. Pro kvan-
titativni sledovéni pokusa byla kultura fed®na na zédany podet bunék podle ptimého poéiténi bunsk
"Thomovou komurkou. .

Povrchové napéti jsme métili pii teploté 20 °C Traubeho stalagmometrem z vahy kapek odkapavajici
tekutiny. Specifickd véha roztoku byla stanovena sadou hustomé&ri.

Vysledky
Utinek kationaktivnich detergendénich &inidel

U vsech zkousenych kationaktivnich ¢inidel doslo k tplné inhibici drsnych forem
kvasinek na sladince ztuzené agarem pi#i koncenttracich, jez se u hladkych forem
inhibi¢né neprojevovaly. Vysledky pokusi s rozisolovanymi hladkymi a drsnymi
formami kvasinek 8. fragilis, lihovarské kvasinky a vinaiskych kvasinek, &arko-
vanymi na sladince s agarem a piislusnou koncentraci ¢inidel na Petriho misce,

Tab. 1. Vliv Ajatinu na rozmno#ovéni drsnych a hladkych forem kvasinek
na sladinkovém agaru

pH 4,5 | pH 6,5

Koncentrace | Povrchové Rust Rust Povrchové Rust Rust
Ajatinu napéti media drsnych hladkyeh | napéti media drsnych hladkych
mg% (v dyn/em) forem forem (v dyn/em) forem forem
0 56,8 ++++ |+ +++ 61,56 + + 4+ + |+ + + +
0,25 564 |4+ |-+ oee TR,
0,50 56,2 ++++ |+ +++ 60,5 — ak + + + + +
1,00 55,7 ++++ |+ +++ 59,5 - + + + +

2,50 54,4 + et + + | + + + + 57,2 - + aZ + + +

5,0 51,6 — + 4+ + + 53,4 - —

10,0 49,5 — + 4+ 50,0 _ -~

20,0 46,9 — — a% + +* 47,4 — —

40,0 42,7 — — 44,6 — .

* Rust nastavé jen u lihovarské kvasinky.

Poutito hladkych a drsnych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarskéd kvasinka, 2 kmeny vinatskych
kvasinek. Cérkové4no na sladinku s agarem a p¥islusnou koncentraci ¢inidel na Petriho misce.
Kultivovéno 72 hod. pfi 30 °C
Hodnocen{ rustu: 4+ + 4 + velmi dobry rast po celé délce natéru; + + -+ rast je ponskud zpomalen;
+ -+ rust jen v isolovanych koloniich, nikoliv v souvislém ndtéru; + pfitomno jen

n&kolik kolonii; — rGst nenastdva.
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jsou uvedeny v tabulkich 1—3. Hladké formy byly pfi obou zkouSenych pH inhi-
bovény teprve pifi koncentracich 5 aZ 20krat vysSich neZ formy drsné. K inhibici
drsnych forem doslo pti pH 4,5 p¥i koncentraci &inidel, jeZ v tekuté sladince snizuji
povrchové napéti o 4—6 dyn/em, pfi pH 6,5 pak pfi koncentracich zpisobujicich
sniZeni povrchového napéti o 2—4 dyn/em, zatim co koncentrace &inidel, zpiso-
bujici pfi pH 4,5 tplnou inhibici hladkych forem, sniZovaly povrchové napéti sla-
dinky 0 14—20 dyn/cm a koncentrace, jeZ mély stejné tdinky pii pH 6,5 snizovaly
povrchové napéti za téchto podminek o 8—14 dynjem. Z tabulek je tedy zfejmsé,
Ze kationaktivni ¢inidla byla na ob& formy d¢inngj§i v mén& kyselém prosttedi
(pH 6,5). V alkalickém prostiedi i¢inek t&chto &inidel na kvasinky sledovadn nebyl,
nebot jiz toto prostredi samo brzdi jejich rozvoj.

Tab. 2. Vliv Katexolu— 298 na rozmnoZovéni drsnych a hladkych forem kvasinek na sladinkovém agaru

pH 4,5 pH 6,5
Koncentrace
Katexolu Povrchové Rust Rust Povrchové Rust Rust
(%) napéti media drsnych hladkych | napéti media drsnych hladkych
(v dyn/em) forem forem (v dynfem) forem forem
0 56,8 ++++ |+ ++ + 61,5 + + + + + + + +
0,001 56,0 +4+++ | +++ + 60,3 + + + + + +
0,0025 55,6 ++++ | ++++ 58,8 - + + + +
0,005 54,6 T b o IS S 56,2 - + 4+
. + + ak
0,010 53,8 + + ++ + + 55,4 + + +
+ a%
- ) —
0,025 50,4 ++ + + 52,4 + 4+ +
0,05 48 4 — + 4+ + + 50,0 — +
0,10 45,9 — + + + 46,9 - —
0,25 39,3 — — a% + +-* 40,5 — -
0,50 36,8 — — at + +* 36,8 — -
1,0 36,3 — — 36,3 - —

* Rust nastédvé jen u lihovarské kvasinky.

Pouzito hladkych a drsnych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarské kvasinka, 2 kmeny vinafskych
kvasinek. Cdrkovéno na sladinku s agarem & ptisluinou koncentract ¢inidel na Petriho misce.
Kultivovédno 72 hod. pfi 30 °C

Hodnoceni rustu jako u tab. 1.

Po morfologické strance je zajimavé, Ze myceliovité formy si a% do nejvyssi kon-
centrace ¢inidel, pfi které se jesté rozmnoZovaly, podrZely typicky drsny charakter
kolonii. Podobné i hladké formy mély a% do nejvyssich koncentraci ¢inidel kolonie
nezménény, takie nikdy nedochdzelo k tvorb& vlhkych, silng lesklych, slizovitych
kolonii, jak tomu bylo v pfitomnosti neionogennich, povrchové aktivnich litek (viz
nize). RovnéZ tvar bunk zustal v obou pfipadech podstatné nezmé&nén.

Koncentrace tiplné inhibujici drsné formy nesniZily poet kolonii forem hladkych,
vyrostlych na sladince ztuZené agarem ze suspense o zndmém podtu bundk, aviak
rozmnozovéani bunék bylo, zvladté u vysiich koncentraci, zpomaleno, co% se pro-
jevilo ve velikosti kolonii. Tyto koncentrace viak tplné inhibovaly i prechodné
(SR) formy, které na choldtu sodném tvotily malé lesklé kolonie, jet po p¥eotko-
véani na Zivnou pidu bez cholitu ziskaly op&t sviij plivodni charakter.

Pro inhibici drsnych forem kvasinek kationaktivnimi detergenénimi ¢inidly je
nutné pritomnost mastného Fetézce, zpisobujiciho povrchové aktivni charakter
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téchto latek, coZ bylo potvrzeno tim, Ze trimethylbenzylamoniumchlorid, lidici se
od Ajatinu jen nihradou laurylu methylem a nemajici proto povrchové aktivnich
ddinkd, byl na drsné i hladké formy neadinny. Tento prostiedek byl zkouSen do
koncentrace 20 mg?%,, stejnym zpusobem jako Ajatin.

Normélni k¥isotvorné kvasinky se chovaly k Ajatinu na sladince ztuZené agarem
razné. P. membranaefaciens (zkouseny 2 kmeny) a H. Schneggii byly pii obou zkou-
fenych pH (4,5 a 6,5) stejné citlivé jako drsné formy ssedlinotvornych kvasinek,
zatim co H. anomala (zkouseny 2 kmeny) a C. mycoderma snaSely koncentrace
stejné vysoké jako formy hladké, avsak tvotily lesklé, rozplyvavé kolonie, podobné
jako p¥i vys$ich koncentracich choldtu sodného. Na obrazcich 3¢, d, je uveden jako
piiklad poéinajici vznik lesklych kolonii u H. anomala v ptitomnosti Ajatinu za
obou zkousenych pH. Po pfeodkovani na sladinku ztuzenou agarem vznikly z téchto
lesklych kolonif jiZ v prvni pasazi normalni drsné kolonie.

Tab. 3. Vliv Syntexu— 20 na rozmnozovéni drsnych a hladkych forem kvasinek na sladinkovém agaru

pH 4,5 | pH 6,5
Koncentrace
Syntexu Povrchové Rust Rust Povrchové Rust Rust
(%) napéti media drsnych hladkych |napéti media drsnych hladkych
(v dyn/cm) forem forem (v dyn/cm) forem forem
| l
0 56,8 T E 61,5 + o+ + +
0,001 56,3 +++ 4+ |+ + + + 60,2 + + + + + + + +
0,0025 55,7 ++++ |+ 4+ + + 59,0 + az + + + + + +
0,005 55,0 ++++ |+ 4+ + + 57,6 — + + + +
+ + a% + + az
1 4 54
0,010 54,0 +_p+ + + + + 54,9 + 4+ + +
0,025 52,0 - + + + + 51,9 — — a¥ -+ +¥
0,05 49,5 — + 4+ + 48,9 — ; _
0,10 45,2 - ++ +"‘i+ 45,1 — -
0,25 37,1 — — 38,1 — -

* Rust nastiva jen u lihovarské kvasinky.

Pouzito hladkych a drsnych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarské kvasinka, 2 kmeny vinafskych
kvasinek. Carkovano na sladinku s agarem a ptisludnou koncentraei ¢inidel na Petriho misce.
Kultivovéno 72 hod. pfi 30 °C

Hodnoceni rustu jako u tab. 1.

V tekuté sladince doslo k wiplné inhibici rozmnozovéani drsnych forem pii pH 4,5
koncentraci 1,0 mg?%, Ajatinu a p¥i pH 6,5 koncentraci 0,5 mg9, Ajatinu. Rozmno-
#ovani hladkych forem bylo za téchto podminek tplné inhibovino aZ pii koncen-
traci 5 mg%, Ajatinu. Ve vSech téchto piipadech doflo jen k ¢istetnému usmreeni
bundk, takie nékteré buiiky po preotkovéni na sladinku ztuZenou agarem daly
vznik kolonifm. Usmreeni viech bundk drsnych forem nastalo pti pH 4,5 pfi kon-
centraci 2,56—5 mg9, Ajatinu, pti pH 6,5 pfi koncentraci 1—2,5 mg%, a hladkych
forem pii koncentraci 10—20 mg?%, tohoto &nidla, p¥i obou zkousenych pH. Nutno
viak podotknout, %e sladinka nebyla pufrovana. Pii nizsi koncentraci bunék v mediu
(5 X 10%/ml) bylo dosazeno usmrceni viech bunék drsnych forem pii pH 4,5 jiz
pfi koncentraci 2 mg9%, Ajatinu
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Utinek anionaktivnich detergen&nich ¢inidel

Sulfonované preparity, jez jsou dinnymi anionaktivnimi detergenénimi pro-
stiedky, se pro selektivni inhibici drsnych forem neosvédéily. Uplné inhibice bylo
ve viech piipadech dosaZeno u hladkych i drsnych forem pti stejnych koncentracich
¢inidel, a to v Sirokém rozmezi povrchového napéti (28—39,5 dyn/em), jak je
ziejmé z tabulky 4, i kdy? 3lo o litky se znaénou povrchovou aktivitou. Jak dalece
je inhibice kvasinek jednotlivymi prostfedky ovlivnéna tG&inkem sulfonové sku-
piny, nebylo zjistovano. Je zajimavé, e i pfi podstatném sniZeni povrchového
napéti nedochizelo vidy k tvorbs lesklych slizovitych kolonii, jak tomu bylo u ne-
ionogennich ¢inidel, aviak Ze si drsné i hladké formy &asto podrZely pivodni cha-
rakter svych kolonii. Jako piklad uvddime fotografie kolonii drsnych forem 8. fra-
gilis v ptitomnosti Syntaponu L (obr. 1d) a Tergitolu (obr. le) a lihovarské kva-
sinky v piitomnosti stejné koncentrace Tergitolu (obr. 2b).

Tab. 4. Koncentrace sulfonovanych preparti uiplné inhibujici drsné a hladké formy kvasinek
na sladinkovém agaru a piisluiné povrchové napéti sladinky, pfi ni k inhibici dochézi

, . Utinnd koncentrace Povrchové napéti
Zkouseny prostiedek (%) (dyn/em)
Syntapon L 0,2 39,5
Texapon 0,2 35,2
Santomerse 0,8 32,2
Tergitol 0,4—0,8 33,6 —30,2
Neokal 0,4 28,0
Aralkar 0,2 32,5
Alkylarylsulfonat (489%) 0,4 28,0

Pouito hladkych a drsnych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarské kvasinka, 2 kmeny vinafskych
kvasinek. Cdrkovéno na sladinku s agarem a p¥islusnou koncentraci ¢inidel na Petriho misce.
Kultivovano 6 dnu pii 30 °C

Rovné# Retardon A se pro selektivni inhibici drsnych forem neosvéd¢il. Uplné
inhibice drsnych i hladkych forem nastala aZ pti koncentraci 209, tohoto ¢inidla,
co odpovidalo povrchovému napéti 33,8 dyn/em. Retardon v3ak potlatoval po-
nékud vice rozmnoZovani drsnych forem, coz bylo patrno z velikosti kolonii, vy-
rostlych z jedné buiiky. Soudasné zpisoboval Retardon postupnou tvorbu lesklych,
hladkych kolonii z kolonii drsnych (obr. 1f, 2¢, 2d), zvladté pti vy$sim pH. Jelikoz
si nékteré z lesklych kolonii podrzely sviij charakter po nékolik pasazi na sladince
ztuzené agarem, domnivdme se, Ze §lo o formy ptechodné (SR).

Utinek neionogennich povrchové aktivnich latek

Neionogenni povrchové aktivni latky, vesmés kondensity polyethylenoxydu
s mastnymi kyselinami nebo vys3imi alkoholy, selektivni inhibici drsnych forem
nevykazovaly. Tato ¢inidla ani ve vysokych koncentracich a za zna¢ného sniZeni
povrchového napéti podstatné nesnizila rozmnozovani drsnych ani hladkych forem
kvasinek na sladince ztuZené agarem. Z tohoto ditvodu jsme kvantitativné sledovali
ttinek dvou z téchto litek ve vysoké koncentraci v tekuté sladince. Tween-80 ve
zkouenych koncentracich 0,3 a 0,6%, jeZz odpovidaji povrchovému napéti 49,3
a 46,7 dyn/em ani Eryfor-0 v koncentraci 1Y%, coz odpovidd povrchovému napéti
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42,2 dynli/em vSak podstatné nesniZily rozmnozovéni kvasinek, coz je v souhlase
8 vysledky uvadénymi Dammem (1956).

Na sladince ztuzené agarem dochézelo v piitomnosti neionogennich povrchové
aktivnich litek k pfeméné drsnych kolonii v kolonie hladké, lesklé, jakoby vlhké,
které pti vysSich koncentracich téchto ¢inidel piechézely v kolonie slizovité (obr. 1g,
2e, f). K podobné pieméné charakteru kolonii dochazelo i u normalnich kiisotvor-
nych kvasinek. Jako ptiklad uvadime kolonie H. anomala v piitomnosti Eryforu-0
(obr. 3e, f). Hladké formy poskytovaly pii téchto koncentracich slizovité kolonie.
Ptechod od drsnych kolonii ke slizovitym postupoval se stoupajici koncentraci
povrchové aktivni latky pies ¢etnd mezistadia (viz obr. 2e, f). Koncentrace ¢inidel
a plislusnd povrchova napéti, zpusobujici tvorbu lesklych kolonif, jsou udany
v tabulce 5, pfi ¢emz u vSech pokusii stoupaly zkousené koncentrace podle geo-
metrické posloupnosti. Z této tabulky je patrné, Ze tvorba lesklych kolonii neni
jen funkei povrchového napéti, nebot na p¥. u Eryfor-0 zadind pii jesté pomérnd

Tab. 5. Koncentrace nejonogennich povrchov aktivnich latek, zpiisobujici tvorbu lesklych kolonii
u drsnych forem kvasinek

Zkouteny Koncentrace (v %) | P¥isludné povrchové| Koncentrace (v 2,) | ]f)i]::‘}l;)li(e
stiedok zpusobujict tvorbu napéti sladinky zpasobujici tvorbu napéti stadink
pros hladkych kolonii (v dyn/em) slizovitych kolonii | "*P Y
' (v dynjem)

Tween-80 0,2 49,9 0,8 46,7
Emulfor 0,2 48,7 0,4 45,1
Eryfor El 0,56—1,0 41,1—39,0 2,0 38.8
Eryfor 0—1009;, 0,1-0,2 52,1—47,2 2,0 41,3 i

Poutzito ¢istych drsnych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarské kvasinka a 2 kmeny vinafskych kvasinek.
Cérkovéano na sladinku s agarem s prislusnou koncentraci ¢inidel. Kultivovéano pii 30 °C 3 az 6 dnu

vysokém povrchovém napéti (52 dyn/em), zatim co u Eryforu El, jenz je tidin-
néj$im detergenénim prostiedkem nei Eryfor-0, dochazi k poc¢inajici tvorbé lesk-
Iych kolonii az pii povrchovém napéti 41-39 dyn/cm.

Tyto lesklé nebo slizovité kolonie po prevedeni na sladinku ztuZenou agarem po-
skytly jiz v prvni pasédZi normalni drsné kolonie. Tvar bunék slizovitych kolonif se
nelisil od pavodniho tvaru bungk.

V tekuté sladince zabratiovaly neionogenni povrchové aktivni litky tvorbé kiisu
u drsnych forem kvasinek, takze se tvorila klkatd ssedlina pfi dné nadoby. Tento
ucinek je obdobny znamému plsobeni povrchové aktivnich latek na bakterie tvorici
blanky na tekutych substratech.

Uéinek jinych desinfekénich prostredki

Jelikoz kationaktivni saponaty, jeZz se osvédéily pro selektivni inhibici drsnych
forem kvasinek, jsou v3eobecné znamy jako velmi Géinné desinfekini prostredky,
zjistovali jsme, zda drsné formy kvasinek nejsou viibec citlivéj$i vaéi desinfekénim
prostiedkim nez formy hladké. Z tohoto divodu jsme sledovali Géinnost fenolu,
sublimatu, merfenu a benzoanu sodného na obé formy studovanych kvasinek
(8. fragilis, lihovarskd kvasinka a 2 rasy vinaiskych kvasinek) a na kiisotvorné
kvasinky H. anomala a H. Schneggii na sladince ztuzené agarem. Postupovali jsme
timtéz zphsobem jako u povrchové aktivnich latek, t. j. ¢drkovdnim na utuhlou
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'

pidu na Petriho misce. Zadny z téchto prosttedki nebyl Gginn&jst na drsné formy.
Merfen naopak byl ponékud Géinné&jsi na formy hladké. Vliv pH na Géinnost t&chto
¢inidel se projevoval pouze u benzoanu, kde byl pozorovan téZz &etnymi jinymi
autory. Udinné koncentrace téchto latek na studované kvasinky za danych zku-
Sebnich podminek jsou udany v tabulce 6.

Tab. 6. Koncentrace n&kterych desinfekénich prost¥edki, u¢inné na hladké a drsné formy kvasinek

Koncentrace (v %), jez je udinné na
Zkouseny hladké formy drsné formy normall‘x‘l;l:i;izfvomé
prostiedek
pii pH pfi pH pii pH
4,5 6,5 45 | 65 45 | 65

Sublimét 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Fenol 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 0,2
Merfen* 0,025 —0,050 | 0,025 —0,05 0,05—0,10 0,10—0,25 0,25 0,5—1,0
Benzoan

sodny 0,05 > 1,0 0,05 > 1,0 0,05 > 1,0

* Koncentrace jsou udédny v objemovych procentech Merfenu.

Pouiito drsnych a hladkych forem kvasinek: S. fragilis, lihovarskéd kvasinka, 2 kmeny vinafskych

kvasinek a kiisotvornych kvasinek: H. anomala a H. Schneggii. Cirkovéno na sladinku s agarem obsa-

hujici pFisludné desinfekéni prostfedky. Inkubovéno pfi 30 °C. Pti uvedenych koncentracich nenastal
rast ani po tydnu inkubace

Diskuse

Z uvedenych vysledki je patrno, Ze selektivni inhibici drsnych forem vedle cho-
latu vykazuji ze zkouSenych povrchové aktivnich éinidel jen kationaktivni sapo-
naty, které jsou vieobecné znamy jako silné desinfekéni prostiedky. Pfi tom se
osvédéily lépe nez cholat, nebot inhibovaly téZ piechodné formy. Podobné jako
u cholatu sodného nedoslo u koncentraci plné inhibujicich drsné formy kvasinek
ke sniZzeni podtu kolonii hladkych forem vyrostlych vidy z jedné buriky 'ze suspense
o zndmém podtu bunék, avsak rozmnozovani bylo zpomaleno, coZ se projevilo ve
velikosti vyrostlych kolonii. Je zajimavé, Ze daldi zkouSené anionaktivni latky, jez
jsou slab8imi desinfekénimi prostiedky, podobnych wéinka jako choldt nemély,
i kdyZ byly velmi 4¢inné ve sniZovani povrchového napéti. RovnéZ neionogenni
povrchové aktivni latky byly bez tohoto selektivniho Géinku na drsné formy kva-
sinek, takZe tento udinek nelze spojovat pouze se sniZenim povrchového napéti.
Vzhledem k tomu v8ak, Ze podle naSeho zjidténi drsné formy kvasinek nejsou vie-
obecné citlivéjsi vidi desinfekénim prostfedkidm a Ze pro selektivni Géinek kation-
aktivnich saponati na drsné formy kvasinek je nezbytna pfitomnost mastného
fetézce v molekule, je ziejmé, Ze pro tento tdinek je povrchové aktivni charakter
téchto latek nezbytny. Zjisténi, Ze k inhibici drsnych a piedev§im hladkych forem
nedochazelo ani u kationaktivnich latek pifi uréité tzce vymezené hodnoté po-
vrchového napéti, poukazuje na to, Ze jejich déinnost zavisi jak na jejich povrchové
aktivité, tak na jejich chemické povaze. Pouze velikost sniZeni povrchového napéti
nemuze byt rozhodujicim ukazatelem wd¢innosti povrchové aktivnich litek na
mikroorganismy, coZz je zfejmé z toho, Ze povrchové napéti néjakého roztoku je
jen mirou nahromadéni rozpusténé latky na rozhrani kapalina/vzduch, takZe na
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rozhrani kapalina/mikroorganismus budou poméry ponékud jiné. Na povrchové
aktivni latky zde, jak upozoriiuje Mitchell (1951), plsobi jednak elektrostatické
sily ionth nebo polarnich skupin bunééné blany, které jsou ovlivnény pH a kon-
centraci iont v mediu, jednak hydrofobni slozky této blany. Jedin& u latek po-
dobného chemického slozeni muZe byt stejny pomér mezi nahromadénim téchto
latek na obou téchto rozhranich. Hurni (1954) vSak ani p¥i sledovani ti¢inku latek tak
podobnych jako je homologickd fada kationaktivnich prostfedkd typu Fortaseptu
na bakterie nenalezl piimou zavislost mezi baktericidni Gé¢innosti a povrchovym
napétim. V nafich pokusech dochdzelo u zkouSenych kationaktivnich saponati
na sladince ztuZené agarem k, inhibici drsnych forem kvasinek v rozmezi povrcho-
vého napéti u obou zkousenych pH maximilné 2 dyn/em, atkoliv %lo o latky
chemicky zna¢né rozdilné. Rozhodujici pro wéinek je zde spiSe velikost sni%eni po-
vrchového napéti nez jeho absolutni hodnota, co% je patrné z toho, e inhibice
drsnych forem nastdvala pti vys$im pH pii povrchovém napéti vysim, nez je po-
vrchové napéti Cisté sladinky o niz§im pH. OvSem z vysledkd tykajicich se jen
nékolika ¢inidel nelze délat obecné zavéry.

Ve svych pokusech jsme dale potvrdili nalez nékterych jinych autorii, e kation-
aktivni saponaty jsou udinnéjsi v méné kyselém prostiedi, oproti tvrzeni Quisnovu
a Foterovu (1946), Ze cetylpyridiniumchlorid je téméf stejné idinny v rozmezi pH 2
az 10. Mitchell (1951) vSak upozoriiuje, Ze Salton v dosud nepublikované praci
zjistil vyS8si ti¢innost kationaktivnich latek u vy&Sich pH jen u gram-positivnich
mikroorganismi, zatim co u gram-negativnich je pry vliv pH opaény.

Zajimavy je vliv povrchové aktivnich litek na charakter kolonii. Drsné kolonie
se za snizeného povrchového napéti stavaly hladkymi, lesklymi, vlhkymi a# slizo-
vitymi, p¥i ¢emz se charakter kolonii ménH plynule s klesajicim povrchovym na-
pétim. Pfi tom se povrchové napéti roztoku, pfi kterém dochazelo k tvorbé lesklych,
hladkych kolonii u drsnych forem, znaéné lisilo podle toho, jakého detergenta bylo
pouzito. U kationaktivnich ¢&inidel dochéazelo k tvorbé lesklych kolonii jen u nor-
mélnich kfisotvornych kvasinek, nebot drsné formy ssedlinotvornych kvasinek
byly pii téchto koncentracich jiz uplné inhibovany. U anionaktivnich ¢inidel vSak
k tvorbé lesklych kolonii nedochézelo ve viech pfipadech. Je tieba jests zjistit,
zda €inidla, jez nejsou schopna vytvoiit lesklé kolonie z kolonii drsnych, nejsou
piislusnymi kvasinkami §tépena nebo jinak omezovana v ddinku.

Pokud jde o vlastni piidinu vyssi citlivosti drsnych forem kvasinek vé&i né-
kterym povrchové aktivnim latkdam, nelze ji zatim jednoznaing vysvétlit. Jelikoz
povrchové aktivni latky jsou znamy svym tdéinkem na bun&énou bldnu a jeji pro-
pustnost (Hotchkiss 1946, Ito a Fujii 1955), nabizi se vysvétleni, Ze pravé ve slozent
bunééné blany se drsné a hladké formy ligi. OvSem tuto domnénku nutno experi-
mentalné potvrdit. Soudasné je nutno mit na paméti zjisténi Kuhnovo a Bieligovo
(1940), Ze kationaktivni sapondty $tépi volnou vazbou mezi koenzymy, vitaminy
a jinymi aktivnimi slozkami butiky a jejich bilkovinnymi nosi¢i tim, %e se vai na
acidické skupiny téchto bilkovin. Lze se tedy domnivat, Ze u drsnych forem jsou
nékteré z téchto aktivnich sloZek méné chranény pfed udinkem kationaktivnich
saponatli, at uz je to zptisobeno vlastnostmi bunééné blany, umisténim téchto
slozek v buiice nebo nepfitomnosti ochrannych latek. Jelikoz podle Im&eneckého (1952)
vznikaji drsné formy kvasinek adaptaci hladkych forem na aerobni podminky,
spojenou s uchovanim za nedostatku zivin, bylo by zajimavé zjistit, zda lze drsné
formy opakovanou kultivaci na sladince s neionogennimi &inidly, jez nemaji inhi-
bi¢nich tdinki, aviak potladuji tvorbu blanky a tim zaruduji submersni riist, pie-
vést zpét ve formy hladké.
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Obr. 1. Kolonie drsnych forem S. fragilis na sladince s agarem v pfitomnosti povrchové aktivnich latek.
Kultivovano pti 30 °C; a) 3 dny kultivace na sladince s agarem o pH 4,5, b) 3 dny kultivace
na sladince s agarem o pH 6,5, ¢) 6 dnti kultivace na sladince s agarem o pH 6,5, d) 6 dni kulti-
vace v pritomnosti 0,05% Syntaponu L; pH 6,5, e) 6 dnt kultivace v pfitomnosti 0,29, Tergitolu;
pH 6,5, f) 6 dni kultivace v pfitomnosti 4,3%, Retardonu; pH 4,5, g) 6 dna kultivace v pfitom-
nosti 0,2%, Eryforu 0—100 %; pH 6,5. — Zveétteno 10 x . Foto Bezdek.
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Obr. 2. Kolonie drsnych forem lihovarské kvasinky na sladince s agarem v pfitomnosti povrchoveé
aktivnich latek. Kultivovéno 6 dnti pti 30 °C; a) bez piisad, pH 6,5, b) s 0,2 % Tergitolu, pH 6,5,
c) se 4,3 %, Retardonu, pH 4,5, d)se 7,59 Retardonu, pH 6,5, e)s 0,2 9, Eryforu 0-—-100 9,
pH 6.5, ) s 2,0 %, Eryforu 0—100 %, pH 6,5. — Zvétseno 10 x. Foto Bezd&k.
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Obr. 3. Kolonie kiisotvorné kvasinky H. anomala na sladince s agarem po 6 dnech kultivace pfi 30 °C;
a) bez ptisad, pH 4,5, b) bez piisad; pH 6,5, ¢) s 10 mg%, Ajatinu; pH 4,5, d) s 2,5 mg% Ajatinu;
pH 86,5, e) 8 0,2 % Eryforu 0—100 %; pH 4,5, ) 8 0,2 % Eryforu 0—100 %; pH 6,5.
Zvstseno 10 x . Foto Bezdé&k.
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Souhrn

Kationaktivni detergenéni &inidla Gplné inhibuji rozmnoZovéni drsnych forem
kvasinek ve sladince a na sladince ztuZené agarem v koncentracich, kdy u hladkych
forem zptisobuji nejvyse pouze zpomaleni rozmnoZovéni. Uplné inhibice hladkych
forem nastivé na sladince ztuZené agarem aZ pii 5—20ndsobnych koncentracich
téchto &inidel vzhledem k inhibici drsnych forem. Pro ziskéavani pavodnich hladkych
forem ze silné dissociovanych kultur kvasinek se tato ¢inidla osvédéila jesté lépe
ne% cholét sodny, nebot inhibovala té% pfechodné (SR) formy; pH znaéné ovliviiuje
Geinnost kationaktivnich saponatd na drsné i hladké formy kvasinek, coZz se pro-
jevuje pfedevsim na plidach agarovych.

Selektivni inhibi¢ni G&nek téchto latek neni pouze funkei sniZeni povrchového
napéti, nebot neionogenni a n¥které anionaktivni detergendni prosttedky tohoto
téinku nemaji.

Povrchové aktivni latky, jez nezpasobuji selektivni inhibici drsnych forem kva-
sinek, zptsobuji vétsinou ve vydSich koncentracich pieménu drsnych kolonii
v hladké, lesklé a¥ slizovité, které se viak jiz v prvni pasizi bez téchto &inidel
preméni v ptvodni drsné kolonie.

Vyssi citlivost drsnyeh forem kvasinek viei mékterym povrchové aktivnim
14tkam nelze vysvétlit vy3§i citlivosti téchto forem viidi desinfekénim prostiedkim
viibec. Z toho lze usuzovat na specifické pisobeni t&chto povrchové aktivnich latek
na drsné formy kvasinek.

Doc. Dr B. Hamplovi d8kuji za zéjem a ptipominky pii této préci. Za poskytnuti vzorka ndkterych
zahrani¢nich vyrobka povrchovd aktivnich litek d&kuji Dr M. Vondratkovi z Vyzkumného ustavu
antibiotik.
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JleiicTBre MOBEPXHOCTHO-AKTUBHHIX BEIECTB HA CKJIAQYATEHE M TIaKme (popmol
ApOomKen

J. HTunrzanrosa
Pezwme

HKaruoHaKTUBHbIE CMAYMBATENHN MOJHOCTBIO MOJABIAIT PABMHOMEHHME CHIIATYATHIX dopM Ko-
JIOHM{ APOFGHEN HA CyCyle M arape ¢ CyCIoM B KOHLIEHTPAUMAX, KOTOPHE y IIAKHX (OpM BHIBHI-
BAloT pasBe TONLKO 3aMeiiieHue pasMmHouenns. Ilomnoe momamimemme raagkux $opm Ha arape
C CYCIIOM HACTYNAeT TOABKO MPU B 5—20 pas GOJIbIINX KOHIEHTPALMAX TUX PEATeHTOB (B CpaBHE-
HUM C yrHETeHMeM CRIaf4aThiX @opm). [IIf mOIyYeHHS NEePBOHAYANBHBIX TJIALKAX KOJOHMH M3
CHJIBHO AUCCOUMWPOBAHHEIX KYJBTYP APOAGKEH BTH PEAreHThl MOAXONAT emle Jyulle, 4eM XOJIAT
HATpus, TaK KaK OHM NOABAAIOT U Hepexonubie Gopmul (SR); pH B 3HAUMTenBHOM CTeNeHM BAUAET
Ha JeHCTBIE KATMOHAKTHBHHIX CAllOHATOB HA CKJIAj4aThle W TIiaafgkue GOpMBI apommedt, 4To
NPOABIIAGTCA Hpe e BCErO Ha CPefax ¢ arapom. Br6opouHoe yrueTaomee feiiCTBIE 9TUX BEIECTB
®TO He NPOCTO PYHKIMA MOHMMKEHHA IOBEPXHOCTHOTO HATHMEHMA, TAK KAK HEMOHOTEHHHIe X He-
KOTOpPBle QHHOHAKTUBHEIE CMAYUBATENM He OKA3RIBAIOT TAKOTO AeifcTBUuA. [l0BEPXHOCTHO-aKTHBHbIE
BELECTBA, He ofnajaonue CnoCOGHOCTHI0 BEIGOPOYHOTO MONABICHAA CHIAMIATHX BOPM Aponskelt,
B BBICOKMX KOHIIEHTPALMAX BHIBBIBAIOT O0JbIlleil 4YaCTHI0 INpeBpallleHHe CKIALYATHIX KOJIOHMIE
B Tuajkue, GIecTAllne M AaKe CIWBUCTHE, KOTOPHIE ONHAKO Yrke NpH TIEPBOM Iaccame 5es DTUX
PearenToB CHOBA NPEBPAIIAIOTCA B II€PBOHAYAILHBIE CKIAYATHE KOTOHMU. [1oBbiIeHYI0 YyBCTBH-
TeIbHOCTb CKIAYATHX (QOopM ApostKell K HEKOTOPHIM MOBEPXHOCTHO-AKTUBHBIM BeleCTBAM HeRO3-
MO3HO 0G'BACHATH MX G0Jlee BHICOKOI 4yBCTBUTENLHOCTBIO K Ie3MHPUIIPYIOLIMM CPeICTBAM BOoGile.
W3 aroro momuo chemars BHBOZ 0 HaJIMUUM CienudUuecKOro neficTBAA STUX TIOBEPXHOCTH O-AKTHB-
HBIX BELIECTB HA CKIARuaTHle POPMBI APOMEBIX KOJIOHUIA.

The Effect of Surface Active Agents on Rough and Smooth Forms of Yeasts
L. Silhdnkovd
Summary

Cation-active detergents completely inhibit the growth of rough forms of yeasts in wort and wort
agar, in concentrations which only slow down the rate of growth of smooth forms.

The smooth forms are completely inhibited on wort agar by concentrations five to twenty times
higher than those required for the inhibition of rough forms. These agents are more suitable for obtain-
ing original smooth forms from strongly dissociated yeast-cultures than sodium cholate, because they also
inhibit transitional (SR) forms of yeasts. The effect of cation-active detergents on rough and smooth
forms of yeasts is markedly influenced by pH especially in agar media. The selective inhibitory action
of these substances does not only consist in lowering surface tension, since non-ionogenic and some
anion-active detergents do not possess this property. Surface active agents that do not cause selective
inhibition of rough forms of yeasts usually cause the conversion of rough colonies into smooth, glittering
or slimy colonies, which return, however, to the original rough colonies in the first subculture without
these agents. The higher sensitivity of rough forms of yeasts to surface active agents cannot be ascribed
to the higher sensitivity of these forms to disinfectants in general. These results indicate that cation-
‘active detergents exhibit a specific effect on rough forms of yeasts.
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Asimilace cukrt a kyselin pii kontinudlnim zdroZdsvani nefedénych
sulfitovych vyluhu

IVAN MALEK, MIKULAS BURGER, LIBUSE HEJMOVA, JAN RICICA, ZDENEK FENCL
a KAREL BERAN

Mikrobiologické oddéleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha

Doslo 20. 11. 56

P#i vypracovéni teorii kontinuélnich kultivaci mikroorganismi byly modelové
pokusy sestaveny tak, aby organicky substrit byl pokud moino pFeméfovan
ptimo v bund&nou hmotu bez hromadénf meziprodukti (Monod 1950, Milek 1955,
Herbert 1956). Podminky kultivace (sloZeni substratu, pH, mnoZstvi vzduchu, atd.)
byly voleny tak, aby vyhovovaly ristu daného mikroorganismu. PouZijeme-li ke
kultivaci mikroorganismi media, které obsahuje rizné vzajemné se lisici slozky,
jejich# asimilace je podminéna tvorbou adaptivnich enzymatickych systémi, a je-
dovaté latky, v jejichZ pfitomnosti kultivace mikroorganismi je taktéz zdvisld na
adaptivnich systémech, kontinudlni proces se stiva slozitéj$im. Takovou ptdou
jsou sulfitové vyluhy, které obsahuji smés cukra (glukosa, mannosa, fruktosa,
galaktosa, xylosa a arabinosa), tékavé kyseliny (octova a mraventi) a latky brzdici
rist (jako fural, koloidy a kysliénik sitidity).

Diskontinuélni zdroZdovéni sulfitovych vyluht je jiZ znaénd propracovéno (Fink a Lechner 1936,
Lechner 1940, Fink, Lechner a Illig 1942). V provozu se také pouivé kontinudlnich metod (Bernhauer
1950, Inskeep a spol. 1951). Je v3ak malo praci, které by studovaly zakladni problémy, jejich% vyfeseni
je nutné pro dokonalé vyuziti metody kontinudlni kultivace na tomto substrdtu. Pfi zdroZzdovéni sulfi-
tovych vyluht pouZfvéme mikroorganismu, které jsou adaptované na jedovaté slozky sulfitovych vy-
luhii, Je ot4zkou, do jaké miry udrfuje organismus tyto adaptivni vlastnosti béhem dlouhodobé konti-
nualni kultivace a zda piipadnd nedochdzi k posileni t&chto adaptivnict¥ vlastnosti. Tyto otézky jsou
s technologického hlediska zvl4sté vyznamné, checeme-li zdrozdovat nefedéné sulfitové vyluhy, které
nejsou upraveny sloZitdjiimi, méng ekonomickymi a od stdvajicich zpisobt odlisnymi metodami. V ta-
kovém piipadé jsou totiz jedovaté slozky substratu piitomny v systému v pomdrné vysoké koncentraci.
Je nebezpeéi, ze dojde béhem kultivace k postupné degeneraci kultury.

Je zndmo, %e pfi rovnovaZném stavu (steady state) béhem pratokové kultivace plati vztah, Ze zfe-
dovaci rychlost (t. j. pomér objemu pfitoku k celkovému objemu v systému na jednotku ¢asovou) se
rovné specifické rtstové rychlosti mikroorganismu. Zménou' pratokové rychlosti muzeme a% do uréité
hranice ménit koncentraci mikroorganismi v systému. Aby nastala maximélni rychlost rastu, je nutno
udrovat koncentraci substrdtu nad uréitou hladinou. V tomto pripad$ viak muZe nastat takovy stav,
%e nebude vedkeré mno#stvi Zivin v systému asimilovéno. .

Pro technickou praxi je vyhodné takové pratokova rychlost, aby pii nejvétsi rychlosti ristu daného
mikroorganismu byly vypotfebovany viechny asimilovatelné slozky protékajici pudy. To je, aby bylo
dosaZeno oné rychlosti pritoku, ktera hranidi s rychlosti, pfi niZ jiz nedochézi k iplné asimilaci substratu
(hraniéni pratokové rychlost). Je zfejmé, %e s tohoto hlediska bude pro technickou praxi vyhodny ten
organismus, u kterého je mo#no pou#it nejvétsi pratokové rychlosti pfi uplném vyuziti asimilovatelnych
slozek a pfi maximélnim mo#ném vytézku. P¥i tom je zfejmé, 2e vytdtky za téchto podminek nemohou
prekratovat maximum moznych vytézki, které je mozno ziskat staciondrni kultivaci.

V této praci srovnidvame maximalni rychlosti pritoku, pfi kterych dochazi k tiplné
asimilaci cukrii a kyselin v sulfitovych vyluzich (hraniéni rychlost) kvasinkami,
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a to u dvou kmenti Torulopsis utilis a jednoho kmene Monilia murmanica, téchto
druhl se v provozech obecn& pouzivé. Pii tom se snazime piispét také k otdzce
proménlivosti adaptivnich systémi, nutnych pro asimilaci pentos a galaktosy a pro
pfekondni jedovatych slozek pii kontinudlni kultivaci mikroorganismé na nefe-
dénych a laboratorné neupravovanych sulfitovych vyluzich.

Materidl a metody

Pouzité mikroorganismy. K pokustim jsme poutili dvou sbirkovych kment Torulopsis utilis (&. 4 a 5)
a kmene Monilia murmanica, pochézejiciho ze sbirky prof. Plevakové, dodaného Vyzkumnym ustavem
kvasného prumyslu. Kmen T. utilis &. 4 se lisil od kmene &. 5 tim, ze velikost bunék jak na pevnych,
tak na kapalnych pudach i na sulfitovych vyluzich byla podstatne vétsi. Kmeny byly adaptovany pasé-
Zovénim, stf{davé na sikmych agarech a submersns, na sulfitovych vyluzich a na syntetické pudé obsa-
hujici jako cukerny zdroj bud xylosu nebo galaktosu. Ani jeden kmen nebyl adaptovédn na arabinosu
a T'. utilis kmen &. 5 nebyl adaptovén na galaktosu.

SloZent a dprava sulfitového vyluhu. Sulfitovy vyluh jsme obdrzeli ze zdvodu Jindfichovské papirny,
n. p. Pochézel z virky mékké celulosy (Bjorkmannovo &islo 60). Byl v provozu neutralisovan pii teploté
70—80 °C; v laboratofi byly po zahfati na 90 °C ptidany tyto soli (uvadime je v koneéné koncentraci):
(NH,),80, 1 %; MgSO, . 77 Hy,0 0,05 %; KC1 0,02 %. Vyluh byl za tepla dekantovén, pH &iré pady
upraveno na 5,5 a poté sterilovan 45 min. pfi tlaku 1 atm. Po sterilaci se pH zménilo na 5,1, pii éemsz
vyluh ztstal éirg. Vyluh nebyl jinym zptisobem laboratornd upravovéan, take koncentrace kysli¢niku
sifi¢itého a furalu se témei nezménila vzhledem k ptvodnimu obsahu. Fosfit byl p¥idévan pti kultivaci,
jak je uvedeno ddle.

Pouzity sulfitovy vyluh obsahoval 3,3 %, redukujicich latek, z toho 2,6 %, cukri, 0,016 9% furfurolu,
0,015 % volného 80,, 0,057 %, aldehydicky vézaného S0, a 0,2 9% tékavych kyselin (jako kyselina
octova).

Pfistroj. Poutivali jsme kultivaéniho piistroje, ktery sestavil J. Ri¢ica. Piistroj sestavé ze ti dvou-
litrovych fermentaénich nadob spojenych za sebou, kterymi substrat protékd regulovanou rychlosti.
Jednotlivé fermentatni nadoby obsahovaly 1 litr vyluhu a tento objem byl stale udrfovéan béhem
pokust. Rychlost pratoku jsme ¥idili kalibrovanym regulaénim piistrojem, mno#stvi vzduchu vhéns-
ného pod sklen&né vifivé michadlo jsme meéfili diferencislnimi pratokoméry. Podet obratek michadla
byl taktéz regulovan. Pro rtzné obratky a mno¥stvi prohdnéného vzduchu bylo zjisténo mnoZstvi roz-
pudténého kysliku sifi¢itanovou metodou. Zdrozdény substrat vytékajici ze t¥eti fermentadni nadoby
byl shromaXdovan ve zv1a$tni jimaci nddobé. Fermentaéni naddoby byly umistény v termostatické 1azni.
Pred kazdym pokusem byl piistroj sterilovan v autoklévu hodinu p¥i pietlaku 1 atm.

Analytické metody. Redukujici mohutnost jsme stanovili modifikovanou metodou Fehling-Bertran-
dovou (cit. Borisek, Sala a Svatoni 1953). Obsah cukra jsme zjidtovali z rozdilu redukéni mohutnosti
v pavodnim vyluhu a ve vyluhu po tplné asimilaci cukri; vyjadfujeme jej jako glukosu. Ani prodlou-
Zenou kultivaci nebylo mozno dosdéhnout uplného vymizeni arabinosy ze substrétu. Proto veskery cukr
je zde mindn jako celkovy cukr mimo arabinosu. Chromatografickou analysou jsme zjistili, e pouzity
vyluh obsahuje arabinosu v mnozstvi mensim ne% 0,05 %, co# predstavuje méné nez 1,9 % ve vyluhu
pfitomnych cukra. Vzhledem k tomuto malému obsahu nerozlifujeme v daldim veskery cukr od veike-
rého cukru mimo arabinosu.

Fural jsme destilovali podle metody Tappi (cit. BoriSek a sp. 1953) a v destilatu jsme jej stanovili
bromometricky podle Powela a Whittackera (cit. Juretek 1951).

Tekavé organické kyseliny byly stanoveny rovnéZ metodou Tappi (cit. BoriSek a sp. 1953) destilaci
v Markhamov® piistroji. Jsou vyjadieny jako kyselina octové.

Kysli¢nik sifi¢ity volny byl stanoven pfimou titraci jodem. Aldehydicky véazany kysliénik sifitity
jsme stanovili jodometricky po destilaci v Markhamovd p¥istroji s kyselinou octovou (1 ml 709 kyseliny
octové na 5 ml vzorku).

Susina kvasinek byla stanovena filtraci 10 ml suspense kvasinek sklendnym filtraénim kelimkem G,.
Kvasinky po promyti (jednou 0,01 N—HCI a dvakrat destilovanou vodou) byly sueny 2 hodiny pki
105 °C.

K chromatografické analyse cukrii jsme pou?ili metody Greena a Stonea (1952). Touto metodou 1ze
dobfe oddélit tyto cukry obsazené ve vyluzich: galaktosu, glukosu, mannosu a xylosu. Mannosa, ara-
binosa a fruktosa maji zde stejné RF. Jeliko fruktosa je pFtomna v sulfitovych vyluzich v pomérnd
malém mnozstvi a jo velmi dobie asimilovatelns, nesledovali jsme kvalitativnd jeji piitomnost ve
zdrozdovaném substratu a neodliSovali jsme ji od mannosy. V nékterych ptipadech bylo nutno oddélovat
arabinosu a zji8tovat jeji koncentraci. Z nékolika zkousenych vyvijecich sm&si se nam podatilo arabi-
nosu dostatetnd oddélit od mannosy pétindsobnym vyvijenim chromatogramu ve smési isobutanol,
ledovd kyselina octovd, voda (v pomé&ru 4 :1:1). Mno#stvi arabinosy jsme zjistili porovnénim skvrn
vzorkh se skvrnami zndmého mnozstvi arabinosy.
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Kyslik ptivadény do fermentaénich nédob jsme stanovili sifiditanovou metodou (Cooper, Fernstrom
a Miller 1944); pH bylo méfeno elektronkovym pH metrem. .

Pracovnt postup. Inokulum pro kultivaci jsme pfipravili submersni kultivaci kvasinek v sulfitovych
vyluzich na tfepacim stroji. Jednotlivé fermentaéni nadoby byly na zad4tku pokusu naplnény sulfi-
tovym vyluhem tak, aby po pFidéni inokula byl objem kapaliny v ka?dé nadobs 1 litr. Pak probihala
stacionérni kultivace popsané ve vysledcich u jednotlivych pokusi. Po skonéeni staciondrni kultivace
byly jednotlivé fermenta¢ni nadoby navzéjem spojeny & zahdjena prutokové kultivace. Cerstvy sub-
strét byl sterilnd pfivadén do prvni fermentaéni néddoby, odtékajici suspense kvasinek z tfeti nadoby
byla shromazdovéna v jimaci nédobd. Bdhem celé kultivace byla teplota udrtovéna pii 30 °C a pH
amoniakem v rozmezi 4,5—5,5. Odpsnovéno bylo nékolika kapkami sojového oleje. Kazd4 kultivaéni
nédoba byla vzdusndna litrem vzduchu na minutu pfi podtu obratek michadla 500—600/min. Za
téchto podminek rozpustnost kysliku odpovidala (méfeno sifi¢itanovou metodou) 120 mM/hod./1.
K pénéni dochézelo ponejvice na poddtku kultivaci, pozdéji doklo k ustéleni, zvl1astd pfi kultivaci Mon.
murmanica, kdy nebylo tteba odpdnovat i celych 24 hodin.

Béhem celé kultivace jsme piikapévali.do systému sterilni 25% roztok KH,PO, v takovém mno#stvi
(podle rychlosti pratoku), aby jeho koncentrace byla 0,2 %.

Ekonomicky koeficient (vytézek) je vztaZen na veskery piitomny cukr a je uvédén v téch fazich
kultivace, kdy se ustaluje rovnovéha v systému a kdy se prakticky shoduji susiny kvasinek na jednotku
objemnu substrétu v jimaci nadobd a ve tfeti, pfipadné nékdy i ve druhé fermentadni nddobg.

Vysledky
Kultivace kmene Monilia murmanica

Stacionarni kultivace byla zahéjena p¥i susing 3 mg/ml a trvala 11 hodin, kdy
bylo dosaZeno suSiny 7 mg/ml. '

Tab. 1. Pribsh asimilace cukri a t8kavych kyselin u kmene Monilia murmanica

Hodiny kultivace
0\5\9{15|20\34‘39\44\52|58}67|80
Nadoba Piitok substrétu v ml/hod.
100 120 150
' Cukr mg v 1 ml
1 Lo | — 2,0 30| 62| 11,5 | 11,8122 | — | 141 ; 158 | 153
2 — - 0,7 0 0 0 ,0 | L3 | — 38| 36| 56
3 - Lo | 07 0 0 0 0 0 - 0 0 1,7
Tekavé kyseliny mg v 1 ml
1 g — |21} 22| — - - | 22| — - - 2,2
2 — - — 02| — 03! — L1 — 22 | — 2,2
3 - - 0,3 02| — - — 03| — - - 1,5
Ekonomicky koeficient
2 50,2 | 49,5
3 48,0 | 48,4 | 46,8 | 44,1 | 46,8 | 45,0
J 50,2 | 48,4 46,4 | 42,9

1, 2, 3 — prvni, druhé, tFeti fermentaéni nddoba. J — jimaci néddoba.

Vysledky pritokové kultivace jsou shrnuty na obrizeich 1, 4a, 4b a v tabulce 1.
Prvnich 15 hodin kultivace byl pritok 100 ml/hod. Bshem této doby dochézi k po-
klesu susiny v prvni fermenta®ni nddobg, v druhé a ve ttetf viak suSina stoups
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a v 15. hodin¢ je dosaZeno v druhé fermentadni nidob& ekonomického koefi-
cientu 50,2, pfi ¢em? v tfeti nddob& mirné kless na 48. Koncentrace cukri v systému
taktéz klesa, pti demz v 15. hodiné v prvni fermentadni nadobs je pritomno pouze
11,6 9% pivodniho mnoZstvi cukrii, kterd, jak chromatogram ukazuje, odpovidaji
mannose, arabinose a xylose. Ve druhé a ve tteti fermentadni nadobs je v této
hodiné p¥itomna pouze arabinosa, jejiz mnozstvi je, jak jiz bylo fedeno, v nasem
piipadé zanedbatelnd malé. V této hoding je mnosstvi kyselin v prvni fermentad¢ni
nadobé ponékud vyssi nez pivodni mnosstvi v substratu, cox je moino vysvétlit
tvorbou tékavych kyselin béhem kultivace; o tom také svédsi skuteénost. 7e pti
kultivaci tohoto kmene bylo nutno ptiddvat vice amoniaku k udrzeni pottebného pH
nez pri nasledujicich kultivacich. V druhé fermentadéni nddobs viak dochdzi k témét
liplné asimilaci pFitomnych kyselin (zbyvajicich 10 % z pivodniho mnostvi muze
byt kyselina mravenéi). V tfeti fermentaéni nadob& nedochdzi jiz k dalsimu tbytku
kyselin.

V 15. hodiné byl zvySen pritok na 120 ml/hod.; pfi tomto priatoku dochdzi
k ustéleni ve druhé kultivadni nadobg, o temz svédéi pribeh sudiny a zejména také
redukujici mohutnost i chromatografie ve vzorcich pidy (obr. 4a). Ji% v druhé
fermenta¢ni nddobé neni ptitomen Z4dny cukr. Sudina i zde pak pondkud kless,
ve tfeti fermentaéni nddobg pravdépodobng autolysou nebo spotiebou endogenniho
substratu, pro coZ mluvi skuteénost, Ze zde vétrani probih4 za neptitomnosti asimi-
lovatelnych litek.

Pfi dalsim zvySovani pritoku na 150 ml/hod. zaéina znatelné vyplavovani kva-
sinek v druhé fermentadni nddob& a pozvolns i ve tieti. Je vidét staly pokles su-
Siny nejdiive v druhé nddobg, pozdéji ve tfeti. Tomu odpovida také zvySovani
mnoZstvi cukri v jednotlivych néddobédch, takZe v 80. hoding jsou jiz v druhé fer-
mentaéni nddob¢ ptitomny mimo glukosu viechny cukry obsazené v pivodnim
substrdtu, i kdyZ v mensim mnoZstvi, a ve tfeti nadob& je pritomna vedle
arabinosy také mannosa a xylosa. V této hodind je t&kavych kyselin ve tfeti fer-
mentaéni nddobé piitomno rovné% pomérné znaéné mnozstvi.

Arabinosa, na kterou, jak jiZ bylo Yeteno, nebyla provedena predbéina adaptace,
neni odstranéna ze substrdtu ani v t&ch p¥ipadech, kdy jiz v druhé nadobs je pti-
tomna pouze jako jediny cukr, pFechdzi do tieti nidoby a ziistava i tam nedotdena.

Mikroskopicky i makroskopicky obraz ukazoval b&hem celé kultivace aglutinaci.
Jinak mikroskopicky obraz zistival bez pozorovatelnych rozdili b&hem celé
kultivace.

Vysledky ukazuji, Ze hrani¢ni pratokova rychlost, jak byla definovina v tdvodu,
lezi pFiblizng pfi 120 ml/hod. pii systému dvou nadob (celkovy objem 2 litr). Pii
této pritokové rychlosti dochdzi k uplné asimilaci substritu v druhé fermentaéni
nadobé.

Kultivace Torulopsis utilis kmen &. 5

Stacionarni kultivace byla zah4jena p¥i susing 3,8 mg/ml a trvala 10 hodin, kdy
bylo dosazeno v jednotlivych fermentaénich nddobach od 10,1 do 11,6 mg/ml susiny.

Pribéh priatokové kultivace je shrnut na obrazeich 2, 5a, 5b a v tabulce 2. Prvnich
21 hodin byl pratok 280 ml/hod. Pii tom je zfetelny tbytek susiny ve viech fer-
mentaénich nadobach a nedochazi ani k tplné asimilaci cukrii. Ve tieti nadobd je
v 21. hoding pfitomno je$té pies 25 %, celkového mnozstvi cukrit (tab. 2). Chroma-
tografickd analysa ndm ukazala, %e jsou zde piitomny mimo glukosu v8echny
ostatni cukerné slozky sulfitového vyluhu (obr. 5a). Je tedy ziejmé, Ze pii této
rychlosti pritoku se butiky vyplavuji. Proto jsme v této hoding snizili prutok
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a do 47. hodiny pokradovali pfi 234 ml/hod. P¥i tomto pratoku dochazi k ustaleni,
p¥i dem% ve tfeti nadobd dosahuje ekonomicky koeficient hodnoty 43 (tab. 2). Ale
ani zde nebyly cukry zcela asimilovény, protoZe v treti nadobd je pfitomno jesté
pres 11 % z jejich piavodniho mnozstvi. Pii tom je dulezité, e v prvni nadobé je
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Obr. 1. Monilia murmanica. — Obr. 2. Torulopsis utilis kmen & 5. — Obr. 3. Torulopsis utilis, kmen ¢&. 4.

Susina v pribdhu kultivace mikroorganismii. Osa x,: rychlost pratoku, osa x,: hodiny kultivace, osa y:
"mg sudiny v ml substratu. Kfivka 1, 2, 3 — prvni, druhé, tfeti fermenta¢ni nddoba.

Tab. 2. Prabsh asimilace cukrii a t8kavych kyselin u kmene Torulopsis utilis &. 5

Hodiny kultivace

0 | 13 | 17 | 21 | 35 | 40 | 41 | 59 | e | 70

Nédoba Piitok substrétu v ml/hod.

280 234 244
Cukr mg v 1 ml

1 6,6 8,9 - 13,1 9,2 — 7,2 6,6 8,9 6,6
2 5,9 7,2 - 8,5 5,8 6,3 6,3 4.6 4.6 48
3 5,3 4,9 5,3 6,6 4,8 2,6 3,0 2,6 2,6 2,2

T¥ékavé kyseliny mg v 1 ml
1 0,2 - - - - - - 0,2 - 1.3
2 0,4 - - - - - - 0,3 - 0,2
3 0,5 - - 0,8 0,3 - - 0,2 — 0,2

Ekonomicky koeficient

2 s0,8 | 319 | 40,5 | 387 | 387
3 43,3 | 43,0 433 | 40,5 | 41,8
J 42,3 | 41,9 40,7

1, 2, 3 — prvni, druh4, tieti fermentaéni nadoba. J — jimaci nddoba.
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jiz pomérnd nizké koncentrace cukra (28 9%, pivodniho mnozstvi), v druhé nddobé
pouze 24 % puvodniho mnoZstvi. Chromatografickd analysa ndm ukézala, Ze
z druhé nadoby ptechazi do tieti nidoby vedle arabinosy i xylosa a galaktosa,
v t¥eti fermentadni nddobé pak xylosy podstatné ubyvix Koncentrace galaktosy
se v3ak neméni. To dokazuje, Ze za danych experimentilnich podminek projevuje
tento kmen mnohem mensi schopnost asimilovat xylosu a galaktosu vibec, anebo
témét vibec neasimiluje. Je zde nutno zdiraznit, Ze tento kmen nebyl pfedbézné
adaptovdn na galaktosu a p¥i jednordzovych kultivacich také xylosu asimiloval ve
srovnani s ostatnimi nami studovanymi kmeny podstatné pomaleji.

Tékavé kyseliny jsou asimiloviny ve stejné mite jako pii predchozi kultivaci.
V 70. hoding zstavd v prvni fermentadéni nddobé 65 9%, puvodné pFitomnych ky-
selin, v druhé a v tieti nidob& 10 9%, pivodniho mnoZstvi.

I u tohoto kmene jsme zjistili aglutinaci, dileZité vSak je, Ze béhem kultivace
tato aglutinace mizi a v 55. hoding jiZ kultura nejevi znaky aglutinace. AvSak ani
za téchto podminek se nelepsi vytéiky.

Hraniéni pritokovd rychlost, pfi niZ dochdzi prakticky k tupiné asimilaci téch
cukrd, na néZ byl kmen piedem adaptovan (tedy vyjma arabinosy a galaktosy)
je 244 aZz 280 ml/hod. pii systému tii nddob (celkovy objem 3 litry).

Kultivace Torulopsis utilis kmen ¢&. 4

Stacionarni kultivace probihala obdobné jako v predeslych kultivacich. Byla
zah4jena pfi sudiné 0,6 mg/ml a trvala 11 hodin, kdy bylo dosaZeno suliny 5 mg/ml.

Tab. 3. Prub&h asimilace cukri a t8kavych kyselin u kmene Torulopsts utilis &. 4

Hodiny kultivace
9 19 | 34 39 43
Nédoba Piitok substratu v ml/hod.
230 330 360
Cukr mg v 1 ml
1 3,4 5,3 3,0 4,3 —
2 1,3 0 0 1,3 —
3 0 0 0 0 0
Tékavé kyseliny mg v 1 ml
1 — - 0,4 - —
92 —_— — 0,2 0,4 -
3 — - 0,2 - 0,2
Ekonomicky koeficient
2 43,5 45,8
3 49,2 45,3 46,5
J 42,3 42,7
.

1, 2, 3 — prvni, druh4, tfeti fermenta¢ni nddoba. J — jimaci nddoba.

Obrazek 3, 6a, 6b a tabulka 3 ukazuji shrnuté vysledky z pruatokové kultivace.
Po zahdjeni pritoku pii pfitoku 230 ml/hod. dochézi v prvni fermentaéni nidobs

i
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Obr. 5b.

Obr. 5a.
Pribéh asimilace cukrit Torulopsis utilis, kmen ¢. 5.
‘ni. druhd, tieti fermentaéni nadoba. ST — standardni roztok galaktosy, glukosy.

Osa x: hodiny kultivace, F; —F;—F,: prv
_ arabinosa, F — fruktosa, MA — mannosa, G — glukosa, GA — galaktos2.

mannosy a xylosy. X — xyloss, A
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s M F2 F3 F F2 F3 F1 F2 F3 J ST F1 F2 Ff3 F3 J F1 F2 F3 ST ST
9 9 19 19 34 34 3 39 39 43 49 49

Obr. 6a. Obr. 6b.
Prubéh asimilace cukrd Torulopsis utilis, kmen &. 4.

Osa x: hodiny kultivace, F, —F,—F;: prvni, druh4, tfeti fermentaéni nddoba, J: jimaci nadoba. ST — standardni roztok galaktosy, glu-
kosy a xylosy. X — xylosa. A — arabinosa, F — fruktosa, MA — mannosa, G — glukosa, GA — galaktosa, S — vzorek sulfitovych vyluha.
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k poklesu sudiny, v druhé a v tfeti nadob& vSak suSiny ptibyva (tab. 3). Po 9 hodi-
nach kultivace je ptitomno v prvni nadob& z celkového mnozstvi cukri pouze
13,2 %, v druhé a v tfeti nadobé mnozstvi cukria klesd bud témé&F nebo tplné
k nule. Chromatogram ukazuje, Ze v prvni nddob& zbyvé xylosa a arabinosa (obr. 6a).

Protoze ve druhé a ve tteti nadob& jiZz mimo arabinosu neni piitomen prakticky
#4dny cukr (v druhé nddobg je piitomna pouze stopa xylosy, ktersd do 19. hodiny
mizi Gplng), zvysili jsme pratok na 330 ml/hod. (obr. 6a).

V 84. hoding kultivace stoupd susina ve vSech nadobach, pti éemZ ve treti nddobé
dosahuje hodnoty 12,7 mg/ml s ekonomickym koeficientem 49,2. Dalsim zvy3ova-
nim pritoku se suSina ustaluje, pii demi sudina ve tfeti niddob& se jiz prakticky
nelidi od sudiny v druhé nadobé. Jak obrazek (chromatogramy) ukazuje, i po zvy-
Seni pritoku na 330 a na 360 ml/hod. neni mimo arabinosu v druhé a ve tfeti nddobs
jiz #4dny cukr a v prvni niddobd je vedle arabinosy pouze xylosa, vyjma 39. hodiny,
kdy je jesté pfitomna také stopa galaktosy (obr. 6b).

Tekavé kyseliny jsou taktéz asimilovany a v 34. a v daldich hodindch kultivace
je ptitomno v druhé nebo ve tieti nadob& pouze 10 % z celkového mnoistvi t&-
kavych kyselin. Toto mnoZstvi miZe odpovidat mravenéi kyseling.

Mikroskopicky obraz kultury v prab&hu kultivace ukazoval, Ze velikost bunék
se neménila, béhem celé kultivace v3ak byla aglutinace, kterd se projevila také
makroskopicky.

Vysledky ukazuji, Ze hrani¢ni pritokova rychlost je zde nad 360 ml/hod. pfi
systému dvou nadob (celkovy objem 2 litry).

Diskuse

Srovnani hrani¢nich pritokovyech rychlosti pfi zdrozdovani
sulfitovych vyluhti raznymi kmeny

Hraniéni pritokovou rychlost a tomu odpovidajici riistovou rychlost povazujeme
za hlavni kriterium pro hodnoceni uréitého kmene s hlediska jeho vhodnosti pro
kontinualni zdrozdovani sulfitovych vyluht. To v3ak plati jen za podminek, kdy
vytérek (ekonomicky koeficient) dosahuje v hraniéni pratokové rychlosti ekono-
micky vyhodné hladiny. Nade pokusy dokazuji, Ze kmeny jak 7. utilis tak i Mon.
murmanica se mezi sebou velmi lidf v-hrani¢nich prutokovych rychlostech. Pritokova
rychlost 7'. ufilis kmene &. 4 byla nejméné tiikrat vétsi nez Mon. murmanica. Pti
tom je dilezité, Ze v hrani®ni priitokové rychlosti dochazi u obou kmenl k asimi-
laci v8ech cukri (vyjma arabinosy) a tékavych organickych kyselin. Aleiuvnitt
jednoho druhu (7. wtilis) nalézdme u dvou odlidnych kment zcela rozdilné hra-
ni¢ni pritokové rychlosti. Pi¢ina rozdili zde tkvi p¥edeviim v odliSné schopnosti
asimilovat nékteré cukry, jejichZ vyuZitkovani je podminéno pifitomnosti adap-
tivnich enzymatickych systémi.

Z hodnoty hraniéni prittokové rychlosti je moZno také vy¢islit dobu pottebnou
k tplné vym&né obsahu fermenta¢nich nadob v podminkich, pti nichZ .dochézi
k vyuziti viech asimilovatelnych sloZek substrati. Jelikoz k tplné asimilaci sub-
strath (vyjma arabinosy) u 7. utilis, kmen &. 4, dochézelo pti pritokové rychlosti
360 ml/hod., pfi dem% objem systému, ve kterém dochazi k dplnému vyuZiti sub-
stratu, odpovidd 2000 ml (v systému dvou fermentaénich nadob), Gplnéd vyména
nadob nastidvé za téchto podminek po 5!/, hod. P¥i tom dosahujeme v priméru
vytézka 46,7 % na veskery cukr. U Mon. murmanica je doba potfebnd k tplné
vyméns nadob za uvedenych podminek tiikrat vétsi. Je pravdépodobné, Ze vhodnou
dpravou substrdtu v mezich ekonomickych moZnosti a dal§im vybérem kmeni
by bylo mozno i uvedenou dobu 5!/, hodiny sniZit.
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Naskytd se otdzka, zda by nebylo mozno zjistovat hrani¢ni pritokovou rychlost
na zikladé ristovych rychlosti ziskanych v staciondrnich podminkéch (jednora-
zovou kultivaci). Jsme toho nidzoru a nékteré nase vysledky také dokazuji, ze by
to mozné nebylo. Je totiz zndmo, Ze p¥i stacionarni kultivaci kvasinek na tak slo-
Zitém substratu je ristova ktivka charakteristickd t. zv. polyauxii, pti demz délky
prodlev pii asimilaci jednotlivych sloZek substratu mohou byt rozliné v zavislosti
na mnoha faktorech. Z nagich pokusi se zd4, Ze za podminek pratokové kultivace,
kdy je substrat limitovan, budou prodlevy kratdi, ptipadné tGplné vymizi. Bude
vSak nutno shromézdit dalsi experimentalni material k dikazu tohoto zjevu.Dalsi
davody, které znemoziiuji pouziti hodnot rastovych rychlosti ziskanych ve stacio-
nirnich podminkach, tkvi v proménlivosti adaptivnich systém@ b&hem priitokové
kultivace.

Proménlivost adaptivnich systém béhem pritokové kultivace

Pii kultivaci mikroorganismi na sulfitovych vyluzich zalezi hladky prab&h pro-
cesu na adaptivnich systémech, které mizeme rozdélit zhruba do dvou celkii.V jed-
nom z téchto celkti jsou zahrnuty enzymatické systémy, které umoziiuji asimilaci
nékterych slozek substratu (jako na pi. galaktosy, xylosy, arabinosy, kyseliny
octové), druhy celek obsahuje adaptivni systémy, které umoziiuji rist a metabo-
lismus mikroorganismii za piftomnosti jedovatych slozek substratu (jako na pf.
kysli¢niku siti¢itého, furalu, huminovych latek, atd.).

Ve svych pokusnych podminkach jsme nenalezli kvalitativni zmény v adaptiv-
nich systémech katalysujicich asimilaci cukrii. Ani jeden z mikroorganismi, kte-
rych jsme pouZivali, nebyl adaptovin na asimilaci arabinosy, a také ani v jednom
piipadé nebyl tento cukr spotiebovan. Pfitom mnozstvi arabinosy zustalo prak-
ticky stejné i v tteti fermentaéni nadobé jako v druhé, a to i v p¥ipadech, kdy
byla pfitomna jako jediny cukr pro asimilaci. Arabinosa je vSak velmi tézko stra-
vitelny cukr pro kvasinky. Tak na ptiklad Lechner (1940) zjistil, Ze i u adapto-
vanych kvasinek byla arabinosa asimilovédna v malé mife. Proto nevyuziti arabinosy
neni dostateénym dukazem o tom, ze b&hem pritokové kultivace nemohou vznikat
nové adaptivni systémy pro vyuziti nékterého cukru. Mnohem presvéddéivejsim
diikazem toho, 7Ze za nagich experimentéalnich podminek mikroorganismus neziskal
nové adaptivni systémy pro asimilaci cukri, jsou fakta zjisténd u 7'. utilis, kmen &. 5.
Tento kmen nebyl adaptovan na galaktosu a béhem kultivace ziistdvala koncen-
trace tohoto cukru prakticky nezménéna v celém kultivaénim systému.

Jinak vypada obraz pokud se tyde adaptivnich systémii nutnych pro metabo-
lismus kvasinek pro piekondvani jedovatych slozek substratu. Skutecnost, ze
u 7. utilis, kmen ¢&. 5, béhem kultivace v pratoku po urdité dobé zmizela aglutinace,
dokazuje, Ze zde dochézi k zesileni adaptivnich vlastnosti viiéi jedovatym slozkdm
v substratu. Dokladem je i dalsi dkaz, ktery jsme v experimentdlni $4sti neuvedli:
pii kultivaci nékolika kmenti kvasinek na substratu z pfedhydrolysiti z listnasa,
ktery obsahoval jesté vétsi koncentraci jedd (zejména furalu) neZ v této praci
pouzivany sulfitovy vyluh, rostly hned v prvnim ptevodu jen ty kmeny, které
jsme ockovali ze zde uvedenych pratokovych systéma. Pfi tom nedoslo k nartstu
na uvedeném substratu ani u téchto kment, byly-li odkovdny pred pritokovou
kultivaci zde popsanou. Tento jev si také vysvétlujeme tim, Ze bdhem pritokové
kultivace na sulfitovych vyluzich doslo k dal§imu ndvyku organismu na jedovateé
slozky substratu. Ze prittokova metoda je zvlast vyhodna pro adaptaci na jedovaté
slozky, svédéi i prace Verbiny (1955).
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Nekteré otdzky vyuziti sulfitovych vyluht pro kvasny primysl

Jsme si védomi, %e nd8 postup nelze pfimo aplikovat v provoznich podminkéch.
Domnivame se viak, Ze v urditém sméru mohou nafe vysledky pfispét v otazce
ekonomického vyuziti organického substratu sulfitovych vyluht v kvasném pri-
myslu. Uplné vyuZiti asimilovatelného substratu sulfitovych vyluhti ze dfev jeh-
liénatych stromu se v praxi déje dvojim odlisnym zpisobem: bud piimym zdrozdo-
vanim vyluh@t nebo dvéma nisledujicimi procesy, pfi éemz v prvnim jsou hexosy
(galaktosa, glukosa, mannosa, fruktosa) zkvaSovany na alkohol a vypalky obsahu-
jicl pentosy (xylosa, arabinosa) a t&kavé kyseliny jsou zdroZdovany. Volba zpisobu
se Fidi plevazné tiemi kriterii: narodohospodatskou pot¥ebou produkti, ekonomii
procesit a nutnosti aspon disteénd zlepsit B. S. K. odpadu. Abychom si mohli
udélat dplny obraz o ekonomii jednotlivych postupt, je nutno propracovat do
v8ech podrobnosti i fakta, ktera jsme zjistili v této praci. Je zfejmé, Ze nékteré nase
nalezy (zejména o proménlivosti adaptivnich systémi) jsou aplikovatelné nejen
pro zdroidovéni sulfitovych vyluh@, nybri i sulfitovych vypalkd. Pro studium
téchto zakladnich otdzek viak sulfitové vyluhy vyhovuji vice nez vypalky, zejména
proto, %e ptredstavuji sloZitéjsi systém.

Souhrn

Byly studovany hraniéni pritokové rychlosti u dvou kmentt Torulopsis utilis
a jednoho kmene Monilia murmanica pfi kontinudlnim zdroZdovani nefedénych
sulfitovych vyluh®, u nichZ obsah kysliéniku siti¢itého a furalu nebyl v labora-
tornich podminkach redukovan. U Torulopsis utilis, kmen &. 4, ktery vyuZiva stejnd
jako Monilia murmanica vSechny cukry vyjma arabinosy ze sulfitovych vyluhd,
byla hraniéni prutokové rychlost nejménd t¥krat vétsi nez u Monilia murmanica.

Béhem prutokové kultivace na sulfitovych vyluzich dochéazelo k adaptaci mikro-
organismt viiéi pomérné vysokému obsahu jedovatych slozek substratu. Za uve-
denych podminek jsme vSak nezjistili adaptaci na vyuziti té&ch cukr, na které
mikroorganismy nebyly pfedem adaptovany.

Dékujeme za technickou spolupréici E. Masnerové a V. Klicperové.
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AC(‘,I/IMI/IJ’IHIH/IH CaxXapoB U KUCJOT IPU HEIIPEePBIBHOM IIPOU3BO/CTBE npommeﬁ
Ha HepasBeJeHHBbIX CyJII)(i)I/ITHbIX IeJIOKax

H. Maner, M. Bypeep, JI. I'eiimosa, A. Pucunuya, 3. Penyav u K. Bepan
Peszwome

Wsyyanuch npegesbHbie CKOPOCTH IPoToKa y 2 mrammos Torulopsis utilis u y 1 mramma Monilia
murmanica npu HeNpepHBHOM MPOUBBOJCTEE APOXKeH Ha HepA3BeJeHHBIX CYIbOUTHHIX IEIOKAX,
B KOTOPHIX UX COJlepKaHNe CePHHCTOT0 aHTUAPHMHA ¥ Qypass B JIa6OPaTOPHHIX YCIOBHAX He ObIIO
nonmxeno. Y Torulopsis utilis, muramma Ne 4, Koropsiii Hcrions3yeT — Kak 1 Monilia murmanica —
u3 CyJbQUTHHIX IMEJIOKOB BCe caxapa, KpoMe apalOuMHO3H, NpejelpHas CKOPOCTb MPOTOKA ObLIa
MUHAMYM B 3 pasa Goxbie, yeM y Monilia murmanica. B Tevuedne npoToyHoit KyIbTHBALMA HA CYIb-
(UTHBIX ILEJOKAX MPOMCXOAMIA AJANTALMA MHUKPOOPIaHU3MOB K CPABHUTENLHO BBICOKOMY COfep-
KAHMIO ATOBUTHIX CIATAIOMINX YacTeil cyGerpara. B yKasaHHBIX YCJIOBUAX OMBITA MBI He HAOIIONALN
alanTandl MUKPOOPraHU3MOB K HCIOIH30BAHUIO TEX CAXapoB, K KOTOPHIM OHM HpEeIBAPUTENLHO
He NpUyYaJInch.

Assimilation of Sugars and Acids during the Continuous Fermentation
of Undiluted Sulphite Waste Liquors

I. Mdlek, M. Burger, L. Hejmovd, J. Ritica, Z. Fencl and K. Beran
Summary

A study was made of limit rates of flow in two strains of Torulopsis utilis and one strain of Monilic
murmanica during continuous fermentation of undiluted sulphite waste liquors in which the sulphur
dioxide and furfural content was not reduced under laboratory conditions. In strain 4 of Torulopsis
utilis, which utilizes all the sugars in sulphite liquors, with the exception of arabinose, in the same way
as Monilia murmanica, the limit rate of flow was at least three times as high as with Monilia murma-
nica. In the course of continuous cultivation on sulphite liquors, the micro-organisms became adapted
to a relatively high concentration of toxic substances in the substrate. Under the given conditions,
however, no adaptation was found to utilization of sugars to which the micro-organisms had not pre-
viously been adapted.
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Ceskoslovenskd

MIKROBIOLOGIE
roénik 2. (1957) — &. 4

Selekéné prace na vahove diferencovanych konididch huby
Aspergillus terreus Thom. 1.

Samovolnd nerovnocennost spér &istej kultiry

JAN ARPAI
Mikrobiologické oddelenie, Vyskumny tstav potravinérskeho priemyslu, Bratislava
Dodlo 6. 11. 1956

Spérovy material tistej, lebo jednotnej kultiry obsahuje individué nerovnakej
morfologickej a fyziologickej hodnoty. Sledovanie tejto nerovnocennosti spér, ktora
mo#no posudzovat analogicky s nerovnocennostou mikrébov v &istej kultire (Krasil-
nikov 1951, Malek 1955) mé popri vyzname teoretickom aj nanajvys praktické
zameranie z hladiska kvality spérového materidlu pri selekcii a pri riadenych meta-
bolickych procesoch. Na diferencidciu spér maji preto prvorady vyznam také roz-
lifovacie znaky, na zaklade ktorych by sa dali oddelit ich biologicky rovnorodé
frakcie, popripade i individud, najmi so zvySenou fyziologickou hodnotou alebo
istou biologickou §pecifi¢nostou.

RozliSovacim znakom, sledovanie ktorého sme si pri svojich selekénych prdcach
vytytili za tdlohu, bola sedimentaéna rychlost spér, ktord v zmysle Stokesovho za-
kona je funkciou vahy &Sastice podmienenej jej rozmermi a 3pecifickou vahou. Vy-
chadzali sme pritom z pracovnej hypotézy, ktora sa stasti opierala o poznatky za-
zavislosti rozmerov a vahy spér niektorych niZ8ich hib od ich lokalizécie na repro-
dukénych organoch (Falck 1927) a od Stadia ich fyziologickej zrelosti. Treba zdo-
raznif, %e metodicka aplikicia takejto diferenciacie predpokladd vyliéenie fyzi-
kalnych a chemickych vplyvov prostredia, ktoré méZu zmenit geneticky podmienent
vahu, popripade 3pecifickii vahu spér (Lilly, Barnett 1951, Sorgel 1955).

Fyziologicktd hodnotu spér sme sledovali na zéklade produkcie itakénovej kyse-
liny monosporickymi kultirami.

Metédy a material

Mikroorganizmus. Pri selekcii sme vychédzali zo spérového materidlu piatich kmenov Aspergillus
terreus Thom. Dva kmene, oznatované ako kmer 1 a kmern 2, sme dostali z vyskumného pracoviska n. p.
Lachema, Brno. Boli farby hnedej a vyznadovali sa charakteristickymi znakmi variety floccosa (Thom
a Raper 1945). Dalsi kmen (kmeti 3) bol vlastnym UV-variantom zlato#ltej farby, zodpovedajtci popisu
variety aurea (Thom a Raper 1945). Uvedené tri kmene sa vyznafovali vraséitym mycéliovym povr-
chom. Kmene 8tvrty a piaty sme ziskali z Prirodovedeckej fakulty Komenského univerzity v Bratislave.
Podla farby a morfolégie sa mohli kmene 4 & 5 zaradit medzi druhy Aspergillus niveus Blochwitz. Kmene
sa podas pokusov strndstdennym preotkovanim udrZiavali na sladinke s agarom o pH asi 6. Kultivaénd
teplota obnédala 25 °C, vysporulované kultury, t. j. po 4—5 dennom kultivovani, sme zbyvajtce dni
drzali pri izbove] teplote.

Metédy frakciondeie spér. Spérovy materidl sedemdiiovej kultury sme frakcionovali na principe
sedimentécie. Rusivé vplyvy nedokonalej disperzie spér v suspenzii sa prakticky odstrénili sterilnou
filtrdciou cez hodvéb vhodnej porovitosti (Sumi 1928) a pouZitim tween 80 na znifenie povrchového
napitia.
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Postupovali sme tymito 4 pracovnymi postupmi: 1. Nahromadenim tazsich spér ¢iastoénym odstre-
denim metddou, obdobnou postupu zauzivaného pri §lachteni kvasiniek (Beran 1953). Koncentracia
poutitej spérovej suspenzie bola upravens na 2. 105 a% 3. 105 spér/ml. Tato velidinu sme kontrolovali
priamym poéitanim v komoérke podla Biirkera. Odstredens frakeia, ktors poskytovala materidl na
monosporicku izoléciu, obsahovala asi 25 %, celkového mno#stva spor.

2. Sedimentacioun vo vzdusnom stipei, t. j. volnym padom, na principe stanovovania velkosti dastic
(Gooden a Smith 1940, Sovové a Krumphanzlové 1953), pri aplikécii sterilnej sklenenej trubice, uzavretej
priliehajicimi vietkami Petriho misiek. Horné vietko malo na svojom dne nediferencovany spérovy
materidl, spodné tenku vrstvu agarovej pody. Spéry, ktoré v kolmo postavenom valci ako prvé sedimen-
tovali, slizili k monosporickej izolécii. Priebeh sedimentdcie sa kontroloval na zéklade mikroskopického
sledovania spodnych vietok, ktoré sa periodicky vymietali. Podrobnejsie usporiadanie pokusu, ako aj
udaje o rychlosti sedimentédcie a zAvislosti kvantity sedimentovanych spor od doby usadzovania st
publikované na inom mieste (Arpai 1957).

3. Sedimentéciou vo vodnom stipei, pri¢om sme opét vychdadzali z principu metdédy pouzivanej na
stanovenie hmoty ¢astic v tekutom médiu (Andreasen 1953). Pouzili sme sterilne sedimentaéné trubicky,
v ktorych sme udrzovali stdlu hladinu a teplotu vody, kde sme cez horny uzéver Pasteurovou pipetou
vniesli Standardny nediferencovany spérovy material. Spodny zabraseny otvor trubiéky prilichal na
dno Lindnerovej komoérky, v ktorej sa zachytavali kvapky spolu s usadzujicimi sa spérami. Obdobne
ako u predchddzajiceho pracovného postupu sa v intervaloch vymienala zéchytna miska, aby sa kontro-
lovala pritomnost spor. Prvé kvapky, obsahujice spoéry, poskytovali material k monosporicke] izolacii.
O blizsich udajoch techniky, vypoétu a priebehu sedimentacie spér vo vode sa hovori v nasej praci,
citovanej tiez pri predchadzajucom postupe.

4. Medzilamelovym odstredenim, spo¢ivajucim v centrifugovani spérovej suspenzie medzi vrstvami
chromatografickych papierov, ulozenych medzi rotujtcimi taniermi bubnovej odstredivky, pri¢om
papierom prechddza prid vody nasédvany z centrély, t. j. na rotaénej ose umiestenej nédrze, ktory je
z okrajov taniera vymrsteny. Prvé kvapky so sporami, ktoré boli zachytené v sterilnom obalovom bubni,
davali material na monosporicku selekciu. Schémy aparatiry a podrobnosti pracovnej techniky st tym
istym spodsobom publikované ako pri predchédzajucich postupoch.

Monosporickd izoldcia a kultivaéné metédy. Monosporické izolacia se prevddzala zo spérového mate-
ridlu sedemdennej kultury, resp. frakecie spér prislusnym spdsobom oddelenej, pomocou nésadného
monosporického izoldtora (Nedasek, Paletkovd a Tesat 1954). Po desatdennej kultivécii boli spory
pouZité k inokulécii fermentaénej pody (Lockwood 1954). V pdéde bola glukéza nahradena kukuriénym
cukrom rovnakej koncentricie (6,6 % — Arpai 1956). PouZity kukuriény extrakt bol biologickym
testom Standardizovany, ¢im sa vylaéila jedna premenlivé velidina, ovplyviiujica priebeh fermentacie
(Jurmannové a Arpai 1955). Erlenmeyerove banky o 200 ml obsahovali 60 ml substratu, ktory bol po
inokuldcii stacionernym sposobom kultivovany pri teplote 32 °C. Kvasenie sa ukontilo, ked obsah cukru
v médiu poklesol pod 1 %,.

Analytické metédy. Produkeia celkovej acidity sa stanovovala titratne pomocou 0,1 N-KOH za
poutzitia fenolftaleinu ako indikétora. Kvantita itakonovej kyseliny sa uréovala broméciou (Friedkin
1945), kvalita sa preverovala chromatograficky na Svajéiarsky standard (Halliwell 1952). Spotreba
cukru sa kontrolovala na zéklade analytiky redukujiicej zlozky média jodometricky na soli mednaté
(Tomicek 1950).

Vyhodnotenie pokusov. Pri vyhodnoteni pokusov sa za zdklad udinnosti selekcie brala produkénd
schopnost neselektovanych zakladnych piatich kmefiov. Produkcia itakénovej kyseliny je vyjadrend
v percentach produkovanej itakonovej kyseliny vypoditanych z vahového pomeru itakonovej kyseliny,
analyticky stanovenej v Standardnom mnozstve prekvaseného média k obsahu cukru v médiu pred
fermentaciou. Na zéklade desiatich paralelne opakovanych pokusov sme v kazdom sledovanom pripade
vyznadili dve produkéné kritéris, maximdlnu produkeiu a priemernt produkeiu.

Do akej miery jo frakcionacia nediferencovaného spérového materialu uzitoéna z hladiska selekéného
efektu monosporickej izoldcie, o tom svedéia percentudlne idaje o pomere priemernej produkeie izolatov
ziskanych z frakeionovanych spér k priemernej produkeii izolatov ziskanych z nediferencovaného spo-
rového materidlu. Efektivnost prisludnych oddelovacich metdd u jednotlivych kmetiov na zéaklade ta-
tistickom je tie# vyjadrend pomerom pravdepodobnosti vyskytu izolatov s vyssou produkecioun itako-
novej kyseliny ne# je priemernd produkeia vychodiskového kmenia selektovanych z nediferencovaného
spérového materidlu k pravdepodobnosti vyskytu takychto izolatov pri selekeii z frakcionovanych spor.
V ka%dom pripade, t. j. u kazdého kmena a pri kazdej metdéde sa vyhodnocovalo pitdesiat izolatov,
ktoré davali Statisticky zédkladny sdibor.

Vysledky

Kritéria produkénej schopnosti, t. j. udaje maximalnej a priemernej produkcie
jednotlivych zakladnych kmetiov a ich izolatov, ziskanych podla prislusnych metéd,
ako tiez ich vzajomné vztahy, st graficky zndzornené na obraze 1. Hodnoty maxi-
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méalnej produkcie zo stiboru izoldtov jednotlivych kmetiov st nanesené vo smere
osi y; prisludné hodnoty priemernej produkcie st vo smere osi x. Vysledky selekcie
prevadzanej na nediferencovanom spérovom materidli sa nachddzaji v rovine A,
A’, A”. Pri selekeii vychadzajiicej z frakcionécie &iastoénym odstredenim sme ziskali
vysledky ktoré si uvedené v rovine B, B, B, podobne st hodnoty produkénych

K.

e

- x
Obr. 1. Maximélne a priemerné produkeie izoldtov a ich zakladnych kmetiov pri pouZiti frakeiovaného
a nediferencovaného spérového materidlu.

Os x: hodnoty priemernej produkeie itakénovej kyseliny v percentéch, os y: hodnoty maximélnej produk-

cie itakonovej kyseliny v percentéch, os z: poloha spojnic k sebe prisluchajicich hodnét produkénych

kritérii. V rovine 4, A’, A’ produkéné kritéria izoldtov nediferencovaného sporového materiélu, v rovi-

ne B, B’, B obdobne pri frakciondcii ¢iastoénym odstredenim, v rovine C, C’, C’’ obdobne pri frakeio-

nécii sedimentéciou volnym pédom, v rovine D, D’, D"’ obdobne pri frakciondcii sedimentdciou vo

vodnom stipci, v rovine E, E’, E’’ obdobne pri frakcionécii medzilamelovym odstredenim. V rovine
K, K’, K” produkéné kritérié zédkladnych kmeiiov. Kmeri 1 , kmefi 2 — . —. —.

kmeri 3 — — — — , kmeti 4 ....., kmen 5 neproduktivny.

kritérii izolatov ziskanych zo spérovej frakcie oddelenej sedimentaciou vo vzduchu
zakreslené do roviny C, ¢/, C a tie, ktoré sa ziskali metédou sedimentacie vo vodnom
stlpei, st v rovine D, D’, D”. Zo spérového materiadlu frakcionovaného pomocou
medzilamelového odstredenia selektované izolaty davali vytazky, ktoré st vyhodno-
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tené v rovine E, E’, E”. Na porovnavanie sliZiace udaje produkénej schopnosti
zdkladnych kmeiiov st na prisluSnych osich v rovine K, K’, K",

Z popisaného grafu vidime, %e kmene 1 a 2 predstavuji daleko najvykonnej$ich
producentov, v ktorych maximalna produkcia sa pohybovala okolo 40 9, a prie-
merné produkcia okolo 37 %,. Kmenl 3, ktory sa ukazal byt produkéne menej vy-
rovnany, vykazoval maximum okolo 24 %,, priemer okolo 20 %,. Kmeti 4 predsta-
voval ne§lachteny ,,divoky‘ kmeni s minimalnymi vynosmi itakénovej kyseliny,
kym kmeii 5 bol za vietkych pokusov s izoldtmi na itakonovid kyselinu neproduk-
tivny a preto nemohol byt ani z vytydenych hladisk vyhodnoteny.

Pospajanim sthlasnych bodov maxima a priemeru produkcie sme vyznadili
priamky, dizka ktorych je funkciou maximélnej a priemernej produkeie izolatov
a je teda vyhodnocovatelnd ako ukazovatel produkénej schopnosti izolatov ziska-
nych prislu$nou metédou. To znamend, ze &im je dizka vadia, tym je vyssia udéin-
nost selekcie. KedZe prisludné dlhiie spojky s v rovinach, v ktorych st vyznadené
produkecie dosiahnuté spérovym materialom diferencovanym na zaklade sedimen-
tacie, t. j. predovSetkym v rovinach C, ¢/, C" a D, D’, D", frakcionécia sa ndzorne
javi vo zvysSeni efektivnosti selekcie. Ak porovnavame grafické udaje izolatov s pri-
slusnymi grafickymi hodnotami zakladnych kmeiiov, ktoré si zakreslené v rovine K,
K’, K”, mézeme vyhodnotit vztahy produkénych maxim i priemerov. Pritom sa
nam nazorne ukazuje ta okolnost, Ze pri danom poéte izolacii sme ojedinele ziskali
producentov o vysSej produkcii neZ mal zdkladny kmefi iba vtedy, ak sme izoldcie
previedli zo selektivnej frakcionéacie, znazornenej hodnotami opéit v rovinach C, C’,
C", resp. D, D', D", :

V pripade, Ze sa selekcia prevadzala na nediferencovanom spérovom materiali,
Ziaden z izoldtov nedosiahol maximalnu produkciu zdkladného kmeria. Ak sa pro-
dukcia izolatov vztahuje na priemerni produkciu prislu$ného zakladného kmetia,
zistujeme, ze u kmenia 1 len 8 %,, u kmena 2 ani jedno percento, u kmenia 3 iba 6 %,
u kmeria 4 relativne najviac, t. j. 10 %, izolatov dosiahlo, resp. prekro¢ilo hodnotu
priemernej produkcie prisluiného zikladného kmena.

Vysledky selekcie, vychddzajice pri monosporickej izolacii z frakcionovanych
spérovych materidlov, davali vo vztahu na maximalnu produkciu zdkladného kmeiia,
pri pouZiti metédy Giastoéného odstredenia, iba u 2 %, izolatov kmefia 2 malé zvy-
Sovanie produkcie itakénovej kyseliny. Vo vztahu na priemerné vynosy zakladného
kmertia obnasa podiel plusvariantov 4 % u kmetia 1, 6 9% u kmena 2, 12 %u kme-
na 3, az 20 9%, z celkového poétu izolatov u kmena 4.

Pri oddeleni &asti spérového materidlu podla sedimentaénej metédy vo vzdusnom
stipci sme dostali izolaty, ktoré u kmetiov 1, 2 a 3 v rozsahu 6 %, celkového sledo-
vaného stiboru mali vysSiu produkciu itakénovej kyseliny, ako mal prislusny za-
kladny kmeri. U kmena 4 ¢inil tento podiel iba 2 %,. Pri vyhodnoteni vysledkov
v pomere k priemernej produkeii zidkladného kmetia ¢ini podiel plusvariantov
10 % u kmertia 1, az 36 %, u kmenia 2, 20 % u kmeiia 3 a 26 % z celkového podtu
izolatov u kmeria 4.

Pri pouziti tretej separatnej metddy, spoéivajicej na usadzovani vo vodnom
stipci dosiahlo 6 9, izolatov kmeta 1, 2 9, izoldtov kmeta 2, 8 %, izolatov kmefia 3
a 2 %, izolatov kmetia 4 vysSej produkcie itakénovej kyseliny nez je maximum u za-
kladného kmertia. Vo vztahu k priemernej produkeii prislusného zakladného kmea
vychadza, Ze 18 %, izolatov kmena 1, aZ 30 9, izolatov kmena 2, aZz 40 9, izolatov
kmertia 3 a 30 9, izolatov kmetia 4 moZno pokladat za plusvariantov.

Frakcionacia medzilamelovym odstredenim priniesla tieto vysledky: zvysenie
produkeie oproti maximu prislu$ného zakladného kmefa ¢&inilo u kmena 1 iba 2 9,
6 % u kmena 2, u kmetia 3 az 8 % z celkového vyhodnoteného siboru izolatov,
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kym oproti priemernej produkeii az 10 %, izoldtov kmetia 1, & 24 9, izolatov kmertia 2,
lebo 34 %, izoldtov kmetia 3 a 24 9%, izolatov kmefia 4 javilo vy$Siu produkeiu itakd-
novej kyseliny. Produkéni variabilitu sledovanych spérovych materidlov v zdvis-
losti od frakcionécie znézortiuje grafické hodnotenie na obraze 2, na ktorom je vy-
jadreny percentudlny pomer priemernej produkcie izoldtov ziskanych z frakecio-
vanych spér k priemernej produkeii izolatov ziskanych z nediferencovaného spé-
rového materialu. Z tohto obrazu je zjavny zvydeny selekény efekt, ktory bol do-

siahnuty pri pouZiti frakeionacie.

0 é P4 N 4
140 A N,
§ yd N3 .
! 4 N, .
4 AN 20 N
§ s N / ..
1 it N 6001 / ~
H ! N
i /
H ! /
. /
1201 S R 2 /
i Il f —~—— K
i /

Obr. 3. Pomer pravdepodobnosti vyskytu

Obr. 2. Pomer priemernej produkcie izolatov
ziskanych z frakciovanych spér k priemernej izoldtov s vysSou produkciou ne% je priemernd
produkeii izoldtov ziskanych z nediferencova- produkeia zékladného kmeria pri pouZiti nedi-
nych spoér. ferencovaného a frakciovaného spérového
materilu.

Os x: A = izolaty nediferencovaného spérového materidlu, B = izolaty frakeiované tiastoénym od-

stredenim, C = izoldty frakciované sedimentéciou vo vzduinom stlpei, D = izolaty frakciované sedi-

mentéciou vo vodnom stipci, E = izolaty frakciované medzilamelovym odstredenim. Os y: percen-
tudlny pomer. Krivka 1 — kmeri 1, 2 — kmei 2, 3 — kmeri 3, 4 — kmen 4.

Efektivnost selekcie bola vyjadrend aj vyhodnotenim 3tatistického materidlu na
pravdepodobnost vyskytu izolitov s vy%Sou produkeciou itakénovej kyseliny nez
je priemerna produkcia vychodiskového kmetia. Pomer tychto pravdepodobnosti,
t. j. pravdepodobnosti pri selekcii z frakciovaného a pravdepodobnosti pri selekeii
z nediferencovaného spérového materidlu je percentualné vyjadreny na obraze 3,
z ktorého je nizorne vidno, Ze izolicia produkéného plusvarianta je aZ mnohona-
sobne pravdepodobnejsia v tych pripadoch, v ktorych sa pouZiva spérovy materil
frakciovany, pridom efektivnost selekcie je tieZ podmienend, & v zavislosti od vy-

berovosti frakciondcie (Arpai 1957).
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Diskusia

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze pri relativne malom poéte izolatov sa iba
vtedy podarilo ziskat producentov itakénovej kyseliny o vysSej aktivite ako mal
vychodiskovy kmeti, ak sa pri izolacii pouzila frakcia spérového materialu o naj-
vysSej sedimentaénej rychlosti. Pomerne ob&irny pokusny material poukazuje na to,
Ze u sledovanych mikroorganizmov spozorovana suvislost nie je nahodil4, ale pred-
stavuje zdvislost genetickych vlastnostf spér na faktoroch podmietiujtcich rychlost
sedimentdcie, t. j. na vihe, lebo na $pecifickej vahe korelovanej na rozmeroch &as-
tice. Treba sa vSak pytat, aka je platnost tohto poznatku. Je obmedzeny na pomerne
tizky okruh produkénych podmienok kyseliny itakénovej alebo plati aj na spéry
inych druhov produkénych mikroorganizmov ¢ Nepodarilo sa ndm najst v literatire
zmienky o sledovani tejto zavislosti, ak odhliadneme od préace, ktora sledovala sivis
medzi tvarom, ¢i povrchom spér a produkénou schopnostou kyseliny citrénove;
u kmetiov 4. niger (Lewis a Johar 1952). Z vysledkov tejto price vyplyva, Ze je
potrebné studovat, ako sa prejavuje sledovany znak spéry na fyziolégiu jej kultary.
V predloZenej Casti prace, ako aj pri dalgich selekcidch (Arpai, Foltyn a Janotkova
1957) sme prihliadali iba na istd produkénii schopnost, je viak velmi pravdepodobns,
Ze véha spéry bude mat svoj odraz aj z inych fyziologickych hladisk. Tento pred-
poklad sme si overili v druhej ¢asti nafej prace, v ktorej sme hladali a tiez nasli
zavislost medzi letalnymi a mutaénymi tidinkami ultrafialového Ziarenia a frakcio-
ndciou spérového materidlu producentov kyseliny itakénovej. Tiez tato ast prace
bude uverejnena.

Sahrn

V rédmci selekénych préc, zameranych na vyhladivanie producentov itakénovej
kyseliny o zvysenej aktivite, sa sledovali produkecie monosporickych izolatov, ktoré
sa ziskali z piatich rozlitnych kmetiov Aspergillus terreus Thom. Izolicie sa pre-
vadzali jednak obvyklym sposobom, t. j. za pouZitia nediferencovaného spérového
materidlu, jednak z jeho frakecie o najvidsej sedimentacnej rychlosti.

Frakcionacia sa prevadzala za pouzitia metédy diastoéného odstredenia, usad-
zovania vo vzdusnom stipci, usadzovania vo vodnom stlpci a medzilamelového
odstredenia.

KedZe sa pri relativne nizSom pocte izoldtov podarilo ziskat producentov o vyise;
aktivite ako mal prislugny zédkladny kmefi, pomerne va¢sim podielom iba vtedy,
ked sa vychadzalo pri selekeii z frakcionovaného spérového materiilu, vyhodnocuja
sa dosiahnuté vysledky v tom zmysle, %e spérovy materidl u A. terreus, rozliSovany
svojou vidSou sedimenta¢nou rychlostou, poskytuje s vidSou pravdepodobnostou
produkéne aktivnejsie izolaty ako v nediferencovanom stave.

V rdmei diskusie sa poukazuje na to, Ze frakcionaciu bude mozno pouzit aj z inych
selekénych hladisk.
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CenexiuonHbe paboTH ¢ AnQPepeHnnpOoBAHHKIMY N0 BeCy KOHUIMAMU rpubka
Aspergillus terreus Thom. I.

CaMOTpou3BOIbHAA HEPABHOIEHHOCTD CIHOP YMCTON KYJBTYPHI
A. Apnau
PeswoMme

B pamMKax CeleKIUOHHHX PaGoT, HAMPABIEHHHX HA MIOUCKY NPORYLEHTOB UTAKOHOBOW KHMCIOTHI,
06712/]Q10 M X TIOBLIIEHHON AKTHBHOCTBIO, MCCIEOBANACH NPOAYKINA MOHOCTIOPUYECKUX H3O0JIHTOB,
KOTOpHIE MOIYYaIUCh OT 5 PAsIMYHLIX IITAMMOB Aspergillus terreus Thom. Wsonsuusa npousBoau-
J1aCh KAK OOLIYHEIM CIIOCOGOM, T. e. ¢ TpUMeHeHWeM HefuddepeHIMPOBAHHOIO MaTepuaia CHop,
TaK ¥ M3 ero Qpaxmuu ¢ HauboIee SBHAUMTENLHON CKOPOCTHIO CeftuMenTauMu. DpaKIMOHNPOBAHME
OCYIIECTBIANOCH 10 METOXLY YACTMYHOTO LEHTPU(YrMPOBAHUA, OCUKIEHUA B BO3AYIIHOM croube,
OCAIKIEHHA B BOJHOM CTONOE M MEKIIACTHHOUHOro ueHTpudyruposanns. [lpu cpaBHUTENbHO He-
GOIBIIOM KOJIMYECTBE M30NATOB, MPOLYIEHTH ¢ (oiee BHCOKOH aKTUBHOCTBIO, 4eM Y COOTBETCTBY-
0IIler0 OCHOBHOTO IMITAMMA, YAAaBaJloCh HOJYYUTH B OTHOCHTENBHO GOJbIIEM KOJMYECTBE TOJNBLKO
TOTHIA, eCTH CeleKIiA OCHOBRBAIACH HA (PAKUMOHKPOBAHHOM MaTepHase ciop. Iloaromy Ml pac-
HeHMBaeM IOIy4eHHbe HAMM Pe3yJIbTaThl B TOM CMBICHE, UTO CIOPHL Asp. terreus, OTIMYAIOIMUECH
foJlee BHAUMTEJIBHOI CKOPOCTHIO CEAMMEHTALMH, NAIOT, BEPOATHO, Gojee MPOXYKTUBHLIE HB0NATH,
yem HeupPepeHMpoBaHHLIe CIIOPH. B o6cymumennn oTMedaeTcd, 410 PaKIMOHEMPOBAHUE MONCHO
GyzeT UCIIOIb30BATE M AJA KPYTHX Lelel Celermun.
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Selecting Conidia of the Mould Aspergillus terreus Thom.
Differentiated according to Weight. I.

Natural Inequality of Pure Cultures
J. Arpai
Summary

As part of selective work investigating the strains capable of producing itaconic acid with higher
activity, a study was made of the production of cultures from single spores isolated from five different
strains of Aspergillus terreus Thom. Isolation was carried out by the usual method, i. e. using non-differ-
entiated spore material, and also using the fraction with the highest sedimentation rate. Fractionation
was carried out using the method of partial centrifugation, sedimentation in a column of air, sedimen-
tation in a column of water and interlamellar centrifugation. Since a relatively higher proportion of
producers with high activity was obtained in a lower number of isolated spores than in the corresponding
basic strain only when selected, fractionated spore material was used, the results are evaluated as de-
monstrating that spore material from Aspergillus terreus differentiated according to higher sedimen-
tation rate is more certain to give cultures with a higher degree of active production than non-differen-
tiated material. It is pointed out in the discussion that fractionation can also be utilized in relation to
other aspects of selection.
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Amylolyticka G&innost mycelia plisné Aspergillus niger
odpadajictho pfi vyrobé kyseliny citronové*

ZDENEK FENCL, MIKULAS BURGER A KAREL BERAN

Mikrobiologické oddéleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenskd akademie véd, Praha

Reditel tistavu akademik Ivan Mélek

Dodlo 2. 4. 1957

7Z diivijsich praci je zndmo, Ze a-D-glukosidésa (maltdsa) plisné Aspergillus niger
hydrolysuje $krob nezavisle na a-amylase (Burger a Beran 1954, 1956). Tento enzym
mé velkou aktivitu k hraniénim dextrinim. Vzhledem k pomérné malé aktivité
sladu vidi uvedenym dextrinim chtéli jsme vyuzit jako zdroje tohoto enzymu
myecelia plisnd z nékteré kvasné vyroby, ve které se pouziva plisné A. niger. Takovou
vyrobou je na piklad produkce kyseliny citronové kvasnou cestou. Bylo nutno
predpokladat, Ze za podminek, p¥i nichZ probihd tvorba kyseliny citronové, budou
u plisng inaktivovany tiplné amylisy a i aktivita a-D-glukosidasy bude niZ&i nez
u preparati plisnd zvla§té pro tento tdel kultivovanych. U mycelia ziskaného
jako odpad jiného fermenta&niho procesu nebylo mozno z4dat, aby mélo predem
pozadované optiméalni vlastnosti. Ukolem price je — pti podminkich predem
danych vyrobou kyseliny citronové — upravit ekonomickym zptisobem mycelium
tak, aby jeho enzymaticks aktivita byla dostateind pro zadany adel. Zabyvali
jsme se proto studiem optimalnich podminek tpravy mycelu s co nejvétsi diasta-
tickou aktivitou.

Na rozdil od a-amylésy, kters §t8pi gkrobovou a dextrinovou molekulu asi upro-
stfed uhlikatého Fetézce, ¢im% se dosahuje rychlého ztekuceni substratu, odstépuje
a-D-glukosidésa z makromolekuly 8krobu pouze glukosové zbytky (Burger a Beran
1956). Proto ztekucovani gkrobového mazu probihd pii pisobeni enzymatického
preparatu z plisni, jejichZ hlavnim amylolytickym systémem je maltisa, pomaleji.
Zame¥ili jsme tedy své prace na hledini vhodné kombinace dvou enzymatickych
systémi, a to maltasového z odpadniho mycelia a amylasového ze sladu, které do-
voluje v tomto piipadé dosahnout maximélniho efektu pii hydrolyse 8krobu na
zkvasitelné cukry.

Materidl a metody

Odpadnt mycelium a jeho dprava. K piipravé preparétu jeme poutili mycelia plisné Aspergillus niger,
odpadajictho pfi vyrobd kyseliny citronové kvasnou cestou v Chemickych zdvodech J. Futika v Kazné-
jové. Citronové kyselina byla z mycelia odstransna nékolikandsobnym propréanim proudem studené
nebo horké vody a zbyla voda &4stedn® odstrandna vylisovanim mezi vrstvou filtraéniho papiru. K sta-
noveni enzymatické aktivity jsme pousivali suchého, na prach rozetfeného mycelia nebo vlhkého liso-
vaného mycelia. VInké mycelium jsme roztirali za pfidavku mofského pisku. Pro laboratorni vytéz-

* Vyrobni postup chréndn pat. pfihléskou M. Burger, K. Beran, Z. Fenel, P. V. 3525 z roku 1955.
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nostni pokusy jsme pouZili suchého, na prach rozetieného myecelia. Pro autolysu a sledovéni sekundér-
niho narastu plisng jsme napéchovali myeelium v mno#stvi 1—2 kg do silnosténnych sklenénych nadob
a podle pokusu uchovali bud pii teploté mistnosti nebo v thermostatu pfi nize uvedenych teplotach.

Priprava laboratornich zdpar. Laboratorni zépary jsme piipravili z bramborovych vlofek o obsahu
65,68 % Skrobu. K ztekuceni a zcukfeni téchto zépar jsme jako pomocného a srovnévaciho diastatic-
kého preparitu pouZivali suSeného diastatického sladu. Bramborové vlotky o véze 30,5 g (t. ). 10 %
kone¢né koncentrace skrobu) byly za sucha promichény s piislusnym mnozstvim myceliového pre-
pardtu nebo soudasné s 0,2 g jemné mletého sladu v 500 ml varnych baiikach. Piedbéznymi pokusy bylo
zjisténo, %e uvedené mnoZstvi sladu dostaduje k ztekuceni zdpary. Ve srovnavacich pokusech jsme
k ztekuceni a k zcukfeni pouzili 10 % sladu na mmo#stvi pouitého Skrobu. Smés bramborovych vlotek
aenzymaticikych preparati jsme rozmichali ve 190 ml 45° teplé vody a batiky jsme ponoiili do vodni 14zn&.
U pokust s myceliovym preparétem byly udrfovany 1 hodinu p¥i teplots 65 °C, u kontrolnich pokusa
se sladem 1 hodinu p#i 55 °C. Po zcukfeni a ochlazeni byl obsah banék zakvagen 10 ml suspense kvasinek
R XII fedéné tak, aby konetné koncentrace kvasniéné sudiny v zdpate byla 0,5 %. Baiiky byly uzavieny
kvasnou zitkou & umistény v termostatu. Kvaseni probihalo p#i 28 °C 72 hodiny. :

Analytické metody. Enzymatickou aktivitu mycelia jsme stanovili upravenou metodou Wohlge-
muthovou (Belozerskij a Proskurjakov 1951). Touto metodou byls zjistovana jeho dextrinaéni aktivita.
pH pfi pokusu bylo upraveno acetétovym pufrem a kolisalo mezi 3,9— 4,6, pti ¢emZ v téchto rozmezich
nemé podstatny vliv na aktivitu enzymu (Beran a Burger 1956). Pi stanoveni susiny mycelia jsme susili
lisované mycelium 4 — 5 hodin p#i 80 °C a déle pii 105 °C do konstantni véhy. Pritomnost zbylého krobu
v prokvasenych ziparich byla zjistovana jodometrickymi testy. Alkohol v zéparach byl po dvojndsobné
destilaci stanoven pyknometricky. Vytézky z laboratornich kvasnych pokust jsou uvedeny jako pro-
centa teoreticky mozného vytéiku, vytisleného z mno#stvi piitomného $krobu pomoci stechiometric-
kého vztahu Gay-Lussacova.

Vysledky a diskuse
Optimélni podminky piipravy enzymatického preparitu z odpadniho mycelia

Pti piipravé preparitu v provoznim métitku je nutno uvarovat o n&kolikahodi-
nové dobé mezi oddélenim odpadniho mycelia od substratu a usugeni. V této dobé

Tab. 1. Orientaéni studie o vlivu prani, skladovéni a sufeni mycelia na jeho enzymatickou aktivitu

Pokus Uprava myecelia Aktivita

1 mycelium ihned po vynéti z kvasné misky (kysely) 0,50
2 mycelium viz pokus 1 a proprdno horkou vodou (80— 90 °C) bez aktivity
3 mycelium viz pokus 1 a propréno studenou vodou 0,46
4 mycelium viz pokus 3 a usudeno v proudu vlazného vzduchu

(30—40 °C) 0,33
5 mycelium viz pokus 3 a udrZovéno po 8 hodin p#i teplot& p¥i-

blizné 40 °C 0,75
6 mycelium viz pokus 5 a usuSeno v proudu vlaZného vzduchu 0,70

|

Poznérmka: udaje aktivit jsou vztaZeny na susinu.

je nutno odstranit v myceliu ptitomnou kyselinu citronovou eluci vodou a lisovanim.
V myceliu zatim probéhne mnoho zmén, jako na piiklad oxydace endogenniho
substrdtu, spojené s ptipadnym zvySenim teploty, dale autolysa a rist sekundarniho
mycelia. Nevhodn4 teplota vody pti eluci a vzduchu v su$drné muze desaktivovat
enzym. Orientaéni studie o vlivu uvedenych faktori je uvedena v tabulce 1.

Jak je patrno, vede odstratiovani citronové kyseliny vyluhovanim horkou vodou,
jak se ho dnes béiné ve vyrobé pouziva, k desaktivaci preparitu. Naproti tomu
propranim studenou vodou a lisovdnim se pfi dokonalém odstranéni citronové
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kyseliny zpusobi jen nepatrny pokles aktivity. SuSenim v proudu vlazného vzduchu
se aktivita sniZuje asi o 10 9%. Osmihodinové prodleva mezi eluci a suenim p¥i
zvySené teploté (40 °C) se projevila zvySenim aktivity preparatu nad pavodni hod-
notu. Predpokladali jsme, Ze tento jev byl zplisoben uvolnénim vétsiho mnozstvi
maltdsy ¢asteénou autolysou mycelia nebo makroskopicky pozorovatelnym rastem
sekundarniho myecelia bohatiiho na maltasu. V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky
sledujici tyto piedpoklady. ProtoZe viak zvySeni aktivity takto upraveného mycelia
klesne po promyti pod puvodni poditeéni hodnotu, lze soudit, Ze rozhodujici pro
zvySeni aktivity je ¢istetnd autolysa mycelia, nebot je nepravdépodobné, Ze by
kratké promyti odstranilo maltdsu ze sekundarniho myecelia, kdyZ pii pfedchozich
pokusech byl pokles aktivity vyvolany mytim jen nepatrny. Autolysou uvolnén4
maltisa se v8ak vodou jisté velmi rychle odstrani, coZ se projevi éastetnou des-
aktivaci preparatu.

Tab. 2. Vztah autolysy a ruistu sekundérniho mycelia k aktivité enzymatického preparatu

Pokus Zpusob tpravy mycelia Aktivita
1 vychozi erstvé mycelium 0,57
2 viz pokus 1 a vyprané studenou vodou 0,56
3 viz pokus 2 po 16 hodin autolysy pii 40 °C 1,00
4% viz pokus 3 po vypréni studenou vodou 0,45

* preparat byl prorostly sekuhdédrnim myceliem.

Tab. 3. Zavislost aktivity suchého prepardtu na dobé a teploté autolysy

Pokus Doba hydrolysy Teplota Rust sekundérniho Alktivita
v hod. ; - mycelia
ovzdusi mycelia
1 0 — — — 0,50
2 8 20° 42° ano 0,70
3 16 20° 42° ano 0,85
4 24 20° 39° ano 0,83
5 32 20° 39° ano 0,78
6 8 32° 42° ano 0,70
7 16 32° 42° ano 0,85
8 24 32° 39° ano 0.85
9 32 32° 39° ano 0,77
10 8 50° 51° ne 0,45
11 16 50° 52° ne 0,30
12 24 50° 53° ne 0,25
13 32 50° 52° ne bez znatelné
aktivity

Mycelium bylo navrstveno do tiilitrovych kadinek a uloZeno v termostatu pfi uvedenych teplotdch.

Ztraty aktivity &aste¢né autolysovaného preparatu vylouZenim vodou vedou
k zavéru, Ze je nutné, aby p¥i vyrobé byla doba mezi transportem mycelia z kvasné
misky po vypusténi substritu a odstranénim kyseliny citronové louZenim a liso-
vanim co nejkratsi, nebot se tak udrii amylolytick4d mohutnost preparitu na nej-
vyssi mife.
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Vyvin tepla pfi spalovani endogenniho substratu béhem autolysy mize prekrodit
optimalni hodnoty a desaktivovat enzym. Proto jsme podrobili autolyse mycelium
uchované pii rtznych teplotich od 20—50°C. Jak ukazuje tabulka 3 a obr. 1,
zastavuje se pfi teploté 50 °C rust sekundarniho mycelia a je patrny znaény pokles
aktivity. Pii nizsich teplotach vyvinem vlastniho tepla se zvysuje teplota mycelia

Obr. 1. Zavislost aktivity na teplotd autolysy myecelia.
Osa x: doba autolysy v hodindch; osa y: aktivita preparatu; kiivka 1 — autolysa pii 20 °C;
kiivka 2 — autolysa pti 32 °C; kiivka 3 — autolysa pti 50 °C.

na hodnoty kolem 40 °C, at byl preparit umistén v termostatu pti 20 nebo 32 °C.
Pii 50°C se jiZz podstatné nezvysi teplota vlastniho mycelia nad tuto hodnotu.
Ziejmé je touto teplotou jiZz zpomalena oxydace endogenniho substratu. Pii auto-
lyse probihajici za teploty kolem 40 °C se aktivita preparatu zvySuje a mezi 16.
aZz 24. hodinou se ustaluje na konstantni vysi. V pozdéjsich hodinach je patrny jak
maly pokles aktivity, tak i teploty, zplsobeny patrné tbytkem endogenniho sub-
stratu. V nékterych neuvedenych pokusech se aktivita zvySovala az do 32. hodiny
a potom teprve nastal pokles. Lze proto predpoklidat, Ze i za provoznich podminek
bude 24 maximalné 32hodinova doba pro &astetnou autolysu dostatecna.

Tab. 4. Vliv teploty sufeni na aktivitu preparatu

Pokus Podminky suSeni Doba v hod. Aktivita

1 30 °C 5 0,80

2 40 °C 4 0,80

3 50 °C 3,30 0,40

4 predsuseno pii 30 °C 1,30 0.75
dosuSeno  pii 50 °C 3 7

5 predsuseno pii 40 °C 1 0.75
dosudeno  pfi 50 °C 3 ’

Pii suSeni preparatu se rovnéz projevila zavislost aktivity na teploté. Podle
udaji tabulky 4 neovliviluje teplota vzduchu do 40 °C enzymatickou mohutnost
preparatu, ale pii teploté 50 °C jiz doSlo k jeho podstatné desaktivaci, které viak
bylo mozno ptedejit pfedsulenim preparitu pfi niz8ich teplotach. Inaktivace
vlhkého enzymatického ptipravku teplotou 50 °C je shodnd s ndlezy o inaktivaci
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maltdsy b&hem autolysy pti této teplotd. Desaktivace enzymu pii uvedené teplots,
atkoliv p¥i ztekucovani a zcukfovani Skrobu se pouzivd a je i vyhodnéjsi teplota
daleko vyssi, je pochopitelna, nebot pfi styku se substratem je, jak znamo, enzym
mnohem stabilnéj#f nez v isolovaném stavu.

Zcuktovani 8krobnatych zapar enzymatickym preparatem
Utinnost enzymatického preparitu o aktivitd piiblizng 0,8 dextrinadnich jednic

jsme si ovéfili na produkei lihu ze zipar zcukfenych timto preparitem v labora-
tornich pokusech. V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky pokust, kdy zipary byly

Tab. 5. Zeukiovani zdpar myceliovym preparé,éem za pfitomnosti a v nepfitomnosti sladu

Myceliovy preparit +0,2 g sladu Myceliovy preparat

9 .
A’nﬂrgﬁﬁm Vytétek v % % preparétu na Skrob Vytézek v %
0 71,5
5. 69,2 12,5 55,3
15 84,4 50 93.2
25 88,7 75 96.4

zeukfovany preparatem z mycelia za pfitomnosti nebo neptitomnosti sladu. Zna¢na
zeuktovaci schopnost samotného preparatu byla prokizina pokusy bez jakéhokoliv
pfidavku sladu. Vysledky, i kdyZ preparitu bylo pfidano znaéné mnoZstvi, pro-
kazuji, 7e preparit sim miZe plné zastoupit slad, oviem v takovém mnoZstvi by
provoz nebyl ekonomicky. P¥i pouZiti 50 9, preparatu na vahu Skrobu byla zapara
znadéné hustd a lze predpoklidat, e by v provoze takovy postup pusobil znadéné
obtize. Je proto nutné vyuZit maltdsové aktivity preparitu pt¥i zcukiovéni zépary
a zejména ztekuceni provést sladem. Jak je patrno z tabulky, bylo dosaZeno jiz
pii pouziti 15 9, preparitu a 1 9, sladu na pFitomny 3krob vytézku 84,4 %, teorie,
coZz odpovida 61,0 litru -absolutniho alkoholu ze 100 kg Skrobu. P¥i koncentraci
preparatu 25 %, vytéZek se zvySuje na 88,7 %, teorie, coz odpovid4 66 litrim absolut-
niho alkoholu ze 100 kg §krobu. Ve srovnivacim pokusu s jednim procentem sladu
dosahly vytézky hodnoty jen 71,5 %. S 10 %, sladu na mnozstvi §krobu byly vy-
tézky,. o néco nizdi nez optlmalm vytézky dosaZené se samotnym preparitem, po
piipadé se smési preparitu a sladu.

Jodometrické testy ukazaly, Ze v téch pokusech, kde nebyl pii zcukieni ke sladu
pfidan plisnovy preparat (pokusy s 0,2 g sladu), byl v prokvalené zépafe jestd
zjistitelny Skrob. Za piitomnosti preparatu byl test negativni. To znamena, Ze
pfitomnd maltdsa béhem kvaseni dokondi pfeménu pr{tomného 8krobu na glukosu,
coZ je jedna z p¥iéin, pro¢ dosahujeme vysélch vytézku lihu s plisfiovymi preparaty
vzhledem ke sladu. -

Z vysledkt vyplyvéa, %e plistiovy prepardt ma znaéné zcukiovaci schopnosti
a pfi vhodné kombinaci se sladem je moZno predpokladat i dobré vytéiky lihu
v provoznim métitku. Odpadni mycelium z vyroby kyseliny citronové mize vhodnou
upravou ziskat obdobné vlastnosti jako plisen 4. niger, zvlasté péstovand pro
amylolytické tlely. Tento odpad pfedstavuje proto lehce dostupnou surovinu,
vhodnou k vyrobé enzymatického preparatu, kterym bude moZino nahradit znaéné
mnozstvi jeémene pouZivaného pro pHpravu sladu v zemé&délském lihovarnictvi.
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Zéroven je zde dana prakticka moznost ekonomicky vyhodné nejen odstranit tento
odpad pii vyrobé kyseliny citronové, ale jesté ve formé lihovarskych vypalki jej
yhodné vyuiit jako krmiva.
Vysledky, které jsme v praci uvedli, jsme potvrdili provoznimi pokusy v zemé-
délském lihovaru a budeme o nich referovat na jiném misté.

Souhrn

Odpadni mycelium plisné Aspergillus niger po vyrobé kyseliny citronové mé
zna¢nou amylolytickou schopnost. K ziskani aktivniho preparitu je nutno pii-
tomnou kyselinu citronovou odstranit z mycelia promytim a vylisovanim za stu-
dena. Autolysou vylisovaného mycelia pti 40 °C po dobu 24—32 hodin se zvySuje
jeho dextrinadni aktivita asi o 50 %, Preparit je nutno susit maximéalné pti 40 °C,
pii dosoudeni je mozno teplotu zvysit na 50 °C.

Z laboratornich bramborovych zapar s obsahem Skrobu 10 9%, zcukfenych 50 %,
preparatu na mnozstvi pfitomného Skrobu bylo ziskdno 93,2 %, alkoholu vzhledem
k teorii, 15 9, preparatu s 1 9, suSeného sladu na vdhu 8krobu dalo 84,4 9, alko-
holu. Odpadnim myceliem po vyrobé kyseliny citronové bude proto moZno nahradit
&ast sladu pii zcukfovani §krobnatych zdpar v zemédélskych lihovarech.

Akademiku Ivanu Mélkovi dékujeme za zdjem a podnétné pfipominky pfi této préci. Za poskytnuti
zkuSebniho materidlu a umoznéni nékterych pokust vyslovujeme podskovani Chemickym zdédvodum
J. Fuéika v Kazndjové. E. Masnerové a J. Petenému dé¢kujeme za petlivou technickou spolupréci.
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Avunonurndeckast 9¢peKTHBHOCTS MuIe A NieceHn Aspergillus niger,
OTXO0Jla TIPOU3BOMCTBA JUMOHHOMN KICIOTH

3. Qenyav, M. Bypeep u K. Bepan
Peswme

Orxons MULennuA mileceHn Aspergillus niger mpu IpoMsBoOACTBe JIMMOHHON KHUCIOTH 06Iagalor
BHAUMTENbHO! aMWIONUTHYIecKoll cmocobHOoCThIO. [aA modydeHMs aAKTMBHOrO IpemapaTra He-
00X0MMO OTMBITh U3 MUIEUINA OCTATKM JIMMOHHON KHCIPTH XOJIOXHOH BOJAOM M OTHATH €ro.
ABtoam3 oTaToro munenud npu 40° C B Teuenne 24—32 4aCOB MOBHIIAET €T0 AEKCTPHHUD YIOULYIO
AKTUBHOCTL NpUOIM3UTENbHO Ha 509,. IIpocymmBaTe nmpenapar cilefyeT Ipu TeMIepaType He BhIlle
40° C. Ilpu pocymMBaHMM MOMKHO HOBHICUTH Temmeparypy Ao 50° C. M3 maGopaTopHEIX KapTo-
dennHEIX 3aTOPOB, ¢ 109, comep:aHueM KpaxMaia, IIyTeM AeKCTpuHanuu 509, npenapara (0T KoJIu-
YeCTBA IPUCYTCTBYOIEro Kpaxmalna) Oblio moaydeHo 93,29, cuupra B CpaBHEHHMM C Teopueld.
159, npenapara u 19, cymeHoro coaofga (0T Beca Kpaxmaia) ganu 84,49, cnupra. IloaTomy oTxo-
JAaMM MUIEJITHA NPH NPOU3BOACTBE JUMOHHOI KUCIOTH MOKHO GyJerT 3aMeHHMTb YacCTh COJOAA INpu
O0CaxXapuBaHUN KapTOPedpHLIX 3aTOPOB B 3eMilelelIbUeCKUX BUHOKYPEHHHIX 3aBOAAX.
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The Amylolytic Effectiveness of the Waste Mycelium of the Mould
Aspergillus niger from the Production of Citric Acid

Z, Fencl, M. Burger, K, Beran
Summary

Waste mycelium of the mould Aspergillus niger left from the production of citric acid has a high
degree of amylolytic capacity. In order to obtain an active preparation, the citric acid must be removed
from the mycelium by washing and pressing under cold conditions. Autolysis of the pressed mycelium
at 40° C for 24— 32 hours increases its dextrination activity by about 50%. The preparation should be
dried at a temperature no higher than 40° C; for completing the drying process it can be raised to 50° C.
From laboratory potato mashes with a 109 starch content, saccharified with 509 the amount of the
preparation in relation to the amount of starch, a theoretical yield of 93.2%, alcohol was obtained; 16%
preparation and 19, dried malt in proportion to the weight of the starch gave 84.49, alcohol. Waste
mycelium from the production of citric acid can therefore be used as a partml substitute for malt in the
saccharification of starchy mashes in distilleries.
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Ceskoslovenskd

MIKROBIOLOGIE
roénik 2. (1957) — &. 4

Prispévek k zjistovani Géinnosti fungitoxickych sloudenin

Zkousky fungistatické aktivity inhibujici vegetativni formy mikroorganismii
v populacich

MIROSLAV BOMAR
Vyzkumny ustav obalovy, Praha

Doslo 31. 8. 1956

Od fungitoxickych latek pouZivanych v technické mikrobiologii se pozaduje
vétsinou udinek fungistaticky; ma byt zabrinéno ristu mikroorganismi, jimiz je
- vyrobek kontaminovan p#i vyrobé nebo béhem uZivini, nékdy m4d byt zabrinéno
preristani mikroorganismi@ z napadenych pfedmétt na vyrobek, ktery je s nim
v kontaktu. K presné definici vlastnosti fungitoxickych latek je tedy nutno znat
nejen jejich ud¢innost viaéi mikroorganismim v suspensi, ale i viidi vegetativnim
formam mikroorganismt v populacich — v koloniich.

Pro prvy poiadavek byly vypracovany dvé metody: pifedné zkouska fungistatické aktivity podle
Schamberga a Kolmera (1922, cit. Reddish 1954), jejiz princip je v tom, Ze zkuSebnim organismem je
inokulovéna Sabouradova pida, obsahujici rizné koncentrace fungitoxickych latek. B&hem 14 dna
inkubace se sleduje, zda dochézi k riistu, nebo zda je rust trvale inhibovén. Druhé metoda je u nds znama
pod nézvem difusni metoda nebo plotnovéd metoda podle Reddishe (1929, cit. Reddish 1954), kterou
mimo jiné upravili Golden a Oster (1947), Kligman a Rosenweig (1948).

Pro pozadavek druhy jsme z dostupné literatury zjistili pouze metodu, kterou vypracoval Falck
(1907, cit. Reddish 1954): zkouSeny mikroorganismus byl kultivovén na zivné pudé s agarem, odkud byl
vytiznut agarovy blotek a premistén na Zivnou piidu s fungitoxickou ldtkou. Zpusob preparace takovéto
zkouSky byl v8ak dosti obtiZny, nehled$ k tomu, Ze mycel (pfedeviim jeho vegetativni ¢ast) byl pii
preparaci z kultury poskozovén.

V tomto piispévku je popsina metodika, jiz bylo uZito ke stanoveni fungistatické
uéinnosti nékterych latek ve smyslu druhého pozadavku, to je piertistani mikro-
organismi z napadenych pfedméti na vyrobek, ktery je s nimi v kontaktu.

Materidal a metody

Priprava sklitkovyjch kultur. Konidie plisng Aspergillus flavus a Aspergillus niger byly preneseny
do 0,1% vodniho roztoku agaru. Suspense byla pipetovéna do ztekucené a na 45 °C zchlazené Zivné
pudy podle Sabourauda s agarem (pepton 5,0 g, glukosa 40,0 g, agar 20,0 g, pH 5,5). Na sterilni kryei
sklicka (délka hrany 24 mm), umisténd na sklenéné tydince ve tvaru ,,U‘ v Petriho misce, byla pipetou
nanesens, vrstva vy$e uvedené inokulované Zivné pudy. Kultivovali jsme pii teplotd 30 °C, relativni
vlhkost byla 95—100 %, kultivaéni doba 24 hod., 4 dny, 8 dnu a 12 dnu, jak je blize uvedeno ve vy-
sledcich.

Zalozent viastniho pokusu. Kryei skli¢ko s dobfe vyvinutou kulturou jsme pienesli pinsetou do Petriho
misky o praméru 9 em na utuhlou Zivnou pidu ztuZenou agarem, obsahujici uréité mnozstvi fungi-
toxické latky, jinak téhoZ sloZeni jako na krycim sklicku. SkliCkova kultura byla poloZzena sklitkem
na agar. Benzoan sodny a pentachlorfenoladt sodny byly pfidany do agaru ve vodném roztoku, jehoz
objem byl umérny objemu suspense mikroorganismu pipetovaného do agaru, nanaSeného na kryei sklicka.
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Inkubovali jsme pii 30 °C po ruznou dobu: 24—48 hod., 4 dny, 8 dni a 12 dnd. Jako kontrolni metody
jsme pouzili Schambergovy & Kolmerovy metody (1922, cit. Reddish 1954) a metody plotnové.

Vyhodnocovdni pokust.. Pokusy byly vyhodnoceny dvojim zptusobem. Mikroskopicky pfi rychlych,
zejména orienta¢nich zkoudkéch uéinnosti fungitoxickych latek, kdy jsme u%ili sklitkové kultury plisni
kultivované 24 hod. Odeéitali jsme p¥i 25— 50nésobném zvétdeni po 24 —48 hodindch inkubace. Pouziti
24hod. sklitkové kultury bylo nutné proto, aby vegetativni mycelium se dobfe vyvinulo, aviak aby
vzdusné reprodukéni mycelium nepiesahovalo okraj sklitka a neznemoZnovalo tak mikroskopickou
kontrolu v bezprostfednim jeho okoli.

Makroskopicky pak v téch piipadech, kdy nedostadoval nélez za 48 hod. & bylo nutno uZit dels{
inkubaéni doby. Sledovali jsme, zda mikroorganismus pferastd na fivnou pidu s agarem; v positivnich
pfipadech jsme méfili i 8ifku zony rastu v mm.

Vysledky

Zjistovali jsme koncentraci benzoanu sodného a pentachlorfenolatu sodného,
kterd inhibovala rtst 4. flavus a A. niger. Schambergovou a Kolmerovou metodou
bylo prokazéno, Ze fungistaticka aktivita benzoanu sodného vaéi A. flavus a A. niger
byla 1,3 %; ve zkouskach s plotnovou meto-
dou (cylindfitky o praméru 8 mm) byly zjistény
positivni vysledky aZ p¥i koncentracich nad 5 %,
vodného roztoku benzoanu sodného. Na obr. 1
a 2 je zachyceno pfertistani mycelu jako ptiklad
mikroskopického zhodnocovani popsaného testu
po 24 hod. inkubace.

Jak je patrno z obrazku 1, pii koncentraci
0,005 %, pentachlorfenoldtu sodného byl rast
hyf ostte zastaven na styéné hranici s prostfedim
obsahujicim fungitoxickou litku. Naopak pfi
koncentraci 0,002 9, hyfy pfertustaji ze sklitkové
kultury na pidu v Petriho misce (obr. 2). Na
obrazku 3 je zachyceno makroskopicky patrné
prertistani mycelu p¥i koncentraci 0,001 %, pen-
tachlorfenoldtu sodného po 2 dnech inkubace;
odeditani se provadi méfenim celé ristové zony
rovnobéZné s hranou sklicka asi v poloving (. 3 preristant myoelu Aspergillus niger
kolonie. zo sklitkové kultury na pudu. Puda

Sledovali jsme, do jaké miry ovliviiuje vysled- podle Sabourauda se 2 % agaru a 0,001 %
ky zkouSek sta¥ sklitkové kultury a délka pentachlorfenoldtu sodného po 48 hod.
inkuba¢ni doby. V tabulce 1 jsou shrnuty inkubace. Zvétieno 2 x.
vysledky ziskané pfi sledovani inhibice ruastu
v riznych koncentracich benzoanu sodného v Zivné pidé. Graficky prib&h byl
ve viech piipadech obdobny aZ% do 8. dne inkubace. Béhem dalsi inkubace
ge lisil u koncentract 1,5 a 1,7 %,. Piiklad prabéhu je uveden na obrizku 4. Z tabulky 1
je patrna zivislost odolnosti mycelu na stéf{ kultury v tomto poradi: nejvétsi odol-
nost (to je nejrychlej&i rast) byla zjisténa u éty¥denni sklickové kultury, dale nasle-
dovala jednodenni, osmidenni, & dvandctidenni kultura. Na zakladé téchto vysledki
bylo tedy stanoveno, Ze pro rychlé zkousky téinnosti fungitoxickych latek zcela
dostadi 24 hod. skli¢kové kultura, i kdy% citlivéjsi je kultura étyfdenni. Z uvedenych
kifivek je patrno, Ze fungistatickd uéinnost benzoanu sodného, zjistovana popiso-
vanou metodou, byla 1,9 % a byla tedy vys8i nez koncentrace 1,3 %, stanoveni
Schambergovou-Kolmerovou metodou. Z hodnot uvedenych v tabulce 1 je téZ pa-
trno, Ze nejen u niz$ich koncentraci, ale tasteéné jesté i u koncentrace 1,7 %, je pri-
béh k¥ivky nad 8 dni ovliviiovan rozméry misky, nebot pfi pozdéj$im odeditéani
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vysledki (po 12 dnech) u nékterych koncentraci bylo dosaZeno maximélnich rozméri

(80 mm) jiz diive.

Tab. 1. Rust Aspergillus flavus v prostiedi s raiznym obsahem benzoanu sodného

Sta¥i Koncentrace benzoanu sodného v 9,
inokula
ve dnech 1,0 1,3 1,5 1.7 1,9 0
Doba inkubace 24 hod.
1 0 0 0 0 0 37
4 40 + -+ + 0
8 + + 0 0 0 w
12 30 + 0 0 0 z
Doba inkubace 4 dny =
1 53 51 44 39 0 2
4 68 58 55 50 0 ° 2
8 54 45 41 30 0 e
12 60 42 38 38 0 2o
Doba inkubace 8 dnti 2 8
1 78 75 73 60 0 2 2
4 80 80 74 7 0 I
8 65 63 58 41 0 $3
12 80 55 50 43 0 5 E
Doba inkubace 12 dna §§
1 80 80 80 75 0 <
4 80 80 78 78 0 =
8 80 80 80 58 0
12 80 80 72 70 0 J

Vysvétlivky: 0 — inhibice rustu,

+ — mikroskopicky patrné pferastani mycelu,

¢islo — rozmér zony rustu v mm.

60

20

60|

s0

30
2
0

Obr. 4. Ptiklad prithghu rychlosti riistu raznd staré
skli¢kové kultury Aspergillus flavus v prostiedi
s 1,7 9%, benzoanu sodného. Osa x: pocet dnii inku-
bace, osa y: pramér zony rastu v mm. Kfivka I —
staff sklickové kultury — 24 hod. kultivace,
II — 4 dny, JIT — 8 dnd, IV — 12 dnt.

) 10 12 b4 P Pt

Obr. 5. Znazorn¥dni zmdn rozméri rastovych zon
4 dny staré sklitkové kultury Aspergillus flavus.
Osa x: procento benzoanu sodného v padé podle
Sabourauda, osa y: pramér zony rustu. Kfivka
I — po 24 hod. inkubace, II — po 4 dnech,
IIT — po 8 dnech, IV — po 12 dnech.

Nutno konstatovat, e absolutni vysledky zkousek s delsi inkubaé¢ni lhtitou (4, 8
a 12 dntl) prevazné odpovidaji vysledkim ziskanym zkouskami za 48 hodin. Stejny

nélez byl i u A. niger.
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Na obréazku 5 je patrno stimulaéni pisobeni 1 % benzoanu sodného na étyfdenni
mycel, vzhledem ke kontrole, po 24 hod. inkubace. Stimulaéni i¢inek 1 % benzoanu
godného je moZno snad vysvétlit tim, %e nejvétii ristovou aktivitu méla tyfdenni
sklitkova kultura. Zd4 se tedy, %e v piipadech, kde se pracuje s takovym mnozstvim
fungitoxické latky, kterd jen slab& inhibuje riist mikroorganismi, rychlost ristu
neni zcela pfesnym ukazatelem pro urdeni citlivosti kultury. Rychlost ristu mikro-
organismé pfi koncentracich jen slab& inhibujicich mé proto hodnotu pouze orien-
taéni. Absolutng platné jsou hodnoty negativniho ristu. Z obréazkd 5 a 6 je mozno
vydist, ¥e inokulum staré 4 dny bylo ve svém ristu stimulovéno pouze béhem po-
tatedni faze riistu, v daldim prub&hu byla ji% rychlost ristu normélni.
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Obr. 6. Znizornéni ristovych zon dvanictidenni sklitkové kultury Aspergillus flavus.

Z uvedenych vysledkd je zfejmé, %e za nalich pokusnych podminek byla dosta-
dujici ¢tytdenni inkubace, p¥i niz mé metoda dostateénou citlivost.

Daskuse

Srovname-li dosud uzivané metody testovani fungistatické Géinnosti s metodou
popisovanou, zjistujeme, Ze u viech metod jsou vysledky stanoveni zavislé na sprav--
ném vyb&ru mikroorganismi, Ze viak je zde rozdil ve fysiologickém stavu mikro-
organismii, nebot metody difusni a metoda Schambergova a Kolmerova uZivaji
inokula, jeZ sestavd ze smési latentnich a vegetativnich bunék, kdeZto naSe
metoda pracuje pouze s butikami vegetativnimi. Autofi v jinych pokusech zjistili,
%e u plisni byly vegetativni orgény odolnéjsi neZ jednotlivé buiky.

Podet zaotkovanych mikroorganismi muZe mit uréity vyznam u prvych dvou
metod, u metody popisované je takovy podet bunék, jaky odpovids bunééné repro-
dukei uzitého mikroorganismu za standardnich kultivaénich podminek. U difusnich
metod zavisi velikost zony na rychlosti difuse zkouSené sloudeniny prostfedim
a tato rychlost je pongkud ovlivnéna obsahem vody v Zivném agaru a vyskou aga-
rové vrstvy. U viech zkoudek mohou rozdily ve vySce agaru zptsobit rozdily v tensi
kysliku v prosttedi. Rozdilné vysledky difusnich metod jsou zpusobovany téZ roz-
dilnou difusni rychlosti testovanych latek ve vztahu k jejich kvalité i koncentraci,
objemu testovaného roztoku a rozdily v rozmérech cylindtikd; dale jsou to rozdily
v dasech aplikace testovaného roztoku a inokulaci, zdvisi i na inkubalni teploté:
¢m je rychlejsi rist mikroorganismi na misce, tim mensi jsou zony a naopak. Doba
inkubace méa vliv na difusi v tom smyslu, Ze dochézi k sniZovéani koncentrace a k zmen-
Sovani zony. U vSech popisovanych metod miiZe doba inkubace ménit nilez proto,
%e dochéazi k pozménénym podminkdm vztahG mezi pokusnym mikroorganismem
a fungitoxickou latkou: miZe dochizet k Eistetné adaptaci mikroorganismi
na fungitoxickou sloudeninu (detoxikace, asimilace, zména metabolismu), nebo se
miZe ménit koncentrace latky v disledku sublimace nebo destrukce.
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Z uvedenych vysledkt lze soudit, Ze v téch pifipadech, kde je Zddouci piesnd sta-
novit fungistatickou koncentraci preparat pro jednotlivé mikrobni butiky je ptesnou
metodou metoda podle Schamberga-Kolmera. Vzhledem k tomu, Ze mikroorga-
nismy témét vidy rostou v populacich, je nutno tyto zkousky doplnit popisovanou
metodou. Uzivani metody difusni mé své opodstatnéni pouze v téch piipadech,
kde se zkousi kvalita jedné a vidy téze latky, ¢imZ rozumime sloudeninu stejné
chemické konstituce i sloZeni. Difusni metody nemuZe byt pouZito ke stanoveni
fungistatickych koncentraci.

Prednosti popisované metody je moZnost sledovat citlivost rtzné starych kultur
mikroorganismu proti fungitoxickym slouéenindm i po delf dobu, aniz by byly vy-
razné zménény zakladni podminky zkousky. Sledovani ptsobeni téchto latek na
mikroorganismy po del$i dobu je dobrym napodobenim podminek praxe.

Tento zpiisob testovani je vhodny i pro bakterie a kvasinky, kde viak ¢asto do-
chézi k nerovnomérnému rastu vlivem kondensadni vody a jinych faktora.

Souhrn

Vypracovali jsme metodu, jiz lze zjistit minimdlni koncentrace fungitoxickych
latek, inhibujicich rist vegetativnich forem mikroorganismté v kultuie. Zkusebni
mikroorganismus byl pfedbéiné kultivovin na ptisluiné zivné pidé s agarem, na-
nesené na krycim sklicku. Umisténim kultury vyrostlé na krycim skliéku do Petriho
misky do prosttedi Zivné pidy s agarem a uréitym obsahem fungitoxické sloudeniny,
lze pak stanovit ué¢innou koncentraci. Odedita se bud mikroskopicky p¥i rychlych
zkouskdch nebo makroskopicky, kdy se zkousi vliv fungitoxickych latek na starsi
mycelium a téz tam, kde nedostaduje mikroskopicky nalez za 48 hodin. P¥i ptipadnych
zkouskach bakteriostatické udinnosti se odeéitd makroskopicky. Vysledky ziskané
touto metodou jsou stejné presné jako vysledky ziskané Schambergovou a Kolme-
rovou metodou. Vzhledem k tomu, Ze vegetativni formy mikroorganismé v kultufe
_Jsou odolnéjsi, je uzivani této metody zcela opodstatnéné.

Za technickou spolupréci dSkuji D. Herynkové a H. Lebedové.
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Obr. 1. Mikroskopicky obraz inhibice ristu Aspergillus niger. Puda podle Sabourauda se 2 % agaru
a 0,005 % pentachlofenolatu sodného. — Zvétseno 45 x.

Obr. 2. Mikroskopicky obraz slabé inhibice rustu Aspergillus niger. Puda podle Sabourauda se 2 %
agaru a 0,002 % pentachlorfenolatu sodného. — Zvétieno 45 X.
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K Bompocy omnpenenesua ¢yHruTokcnyeckoi addexTuBHOCTH (PYHTUTOKCHIECKMX
coegnHeHU

Ucnuragna QYHTUTOKCHYECKON AKTHBHOCTU MONABJIEHUA BETeTATHMBHHX (GOPM MMKPOOPTaHU3MOB
B KyJIbTypax

M. Bomap
PeswoMme

Bri paspaboTaH MeTo ONpefeieHiA MUHMMAJbHAEIX KOHIEHTpauuil $yHIHTOKCHIECKUX BELIECTB,
TIOAABAAIOIIMX POCT BEreTaTHBHHIX (OpM MUKDOOPTaHM3MOB B KyabType. TecT-MuKPOO BEIpauiu-
BAJICA MpeJBAPUTEIBHO HA COOTBETCTBEHHOM ITMTATEJIbHOM arape Ha IIOKPOBHOM CTEKJBILIKE.
TloMem@asa KyabTypy, BHPAIIEHHYI0 HA TIOKPOBHOM CTeHJHIIKE, B MHTATEJbHHIM arap ¢ ompege-
JIeHHHIM COfepaskHueM QYHTUTOKCUYECKOTO BemtecTBa B yamky Ilerpu, MomHO ompemesuts addex-
TUBHYI0 KOHIeHTpauuio. OLeHKAa NPOUBBOJUTCA WM MHKPOCKOMUYECKM — MpU GHICTPHX mpobax
3(PEKTUBHOCTH KOHUEHTPALMH, MJIN MAKPOCKOIMIECKH, — KOIJa MCCIeNyeTcA BimsaHue QyHru-
TOKCHYECKUX BEHIeCTB HA CTApHIil MALEIINA UM TaM, Ifie MUKPOCKOIIMYEeCKOT0 HCCIIelOBAHUA Yepes
48 vac. oxaspiBaeTcA HemocTaTouHo. Ecau ucnHThHBaeTcsi GawrepumocraTHieckoe fNeficTBue, Mpo-
U3BOJUTCH MAaKPOCKOMAYECKAA OleHKA. IlolydaeMble ¢ MOMOINBI0O DTOFO METORA peayJbTaTH He
MeHee TOUHBHI, YeM PesyibTaTh, KOTOPHeE Aaer meTof Schamberg-Kolmer-a. Beugy Toro, 4ro Bere-
TATUBHbIE POPMBI MHUKDOOPTaHMBMOB B KyJbType Gojiee yCTOW4YMBH, MPUMEHEHHE JTOrO METOAR
uMeeT BCE OCHOBAHMSA.

Notes on the Determination of the Fungistatic Effect of Fungitoxic Compounds
Tests of Fungistatic Activity Inhibiting Vegetative Forms in Populations of Micro-orga.;xisms
M. Bomar
Summary

A method was elaborated for determining the minimum concentrations of fungitoxic substances
which inhibit the growth of vegetative forms of micro-organisms in a culture. The test micro-organism
is first cultured on the appropriate nutrient agar on a cover slide. The effective concentration of the
fungistatic compound is determined by placing the culture grown on the cover slide in a Petri dish in
a medium of nutrient agar containing a given amount of the compound. The results are either read oft
microscopically, in rapid tests of the effective concentrations, or macroscopicelly, by testing the effect
of the fungitoxic substance on older mycelium and also in cases where the microscopic findings after
48 hours are not sufficient. The results of tests of bacteriostatic action are read off macroscopically. The
results obtained by this method.are just as accurate as those obtained by the Schamberg-Kolmer method.
With reference to the greater resistance of vegetative forms of micro-organisms in a culture, the use of
this method is fully justified.
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Vliv jedlového porostu na biologicky stav pudy

JAROMIR SEIFERT
Oddéleni pudni mikrobiologie, Biologické fakulta Karlovy university, Praha
Dodlo 27. 2. 1957

Biologicky stav pudy souvisi s jeji nejdilezitéjdi vlastnosti, s plidni drodnosti.
Proto mé zjisténi biologického stavu lesnich ptd zdkladni vyznam p¥i geobotanickém
ohodnoceni stanovisté, pfi posouzeni produkéni moznosti piidy nebo pti stanoveni
vhodnosti péstebniho nebo téZebniho zdsahu (Seifert 1949, 1950). Biologicks slozka
pudy reaguje velmi citlivé na vSechny vlivy, a to jiZz v dobé, kdy nejsou postihnu-
telny chemickymi nebo fysikalnimi metodami.

V ptedloZzené praci se zabyvame studiem otdzky, jaké zmény v biologickém stavu
pudy pusobi jedlovy porost, ktery nalétl do protidlého smrkového porostu.

Materidl a metody

Pozorovani jsme konali na dvou lokalitdch v polesi Bolehot (Vyzkumny ustav lesniho hospodaistvi,
Opoéno). Prvni lokalita je na upati Kfiviny, druhé lokalite v prostoru Jirovstvi. Nadmoi#skd vyska
obou lokalit je asi 300 m. Puda je stiedné hlubokd, podklad opuka. Roéni mno#stvi srazek ¢ini 650 mm,
roéni teplotni priamér je 7,5 °C.

Lokalita K#ivina. Pavodni porost bez zépoje je v paté vdkové tiids. Prevazuje smrk, vtrousena
jedle, ojedinéle modiin. V podrostu je Calamagrostis epigeos, Fragaria vesca, Veronica officinalis, Carex sp.,
Epilobium montanum. Vrstva humusu 5 cm. Nezapojend jedle mé vysku kolem 3 m. Puda je bez bylin-
ného pokryvu. Hrabanka pomérné mélo rozloZena. Humus (0—3 cm) se Spatné misi s mineridlnim spod-
kem. Zapojednd jedle tvofi skupinku o priméru 15 m. VySka stroma je asi 4 m. Bylinné patro
chybi. Humusova vrstva je 1 em mocnd. Humas v dobrém stavu mineralisace se dobfe misi s mineral-
nim spodkem.

Lokalita Jtrovstvt. Pvodni porost smrku je v paté vékové t¥idé. Bylinné patro zde chybi. Humus,
ostfe oddéleny od minerélniho spodku, zde tvofi vrstvu 3—4 cm. Jedlovy porost tvoii skupinky o pra-
méru 8 —10 m. Vyska stromii je 3—4 m. Humus (3—4 cm) se dobfe misi s mineralnim spodkem. Bylinné
patro chybi.

Pro posouzeni biologického stavu pady jsme stanovili nitrifikaci, amonisaci a biologickou aktivitu.
Stanoveni byla provedena s ptidou na vzduchu vyschlou, prosatou 2 mm sitem a inkubovanou s obsahem
vody, ktery odpovidéd 60 % plné vodni kapacity. Obsah dusi¢nant p¥i nitrifikaci byl stanoven pomoci
fenoldisulfonové kyseliny, mnozstvi amoniaku pfi amonisaci titraéné ve vyluhu roztokem chloridu dra-
selného zpusobem uvedenym v Praktiku fytocenologie, ekologie, klimatologie a pudoznalstvi (Klika,
Novék a Gregor 1954). Doba inkubace byla v obou p¥ipadech 14 dni. Biologickd aktivita byla stanovena
titraci kysli¢niku uhli¢itého absorbovaného v roztoku louhu sodného (Berndt a Seifert 1955). Déle jsme
provedli stanoveni bacilt na masopeptonovém agaru a zakladni stanoveni rozklada¢a celulosy na Vino-
gradského kfemic¢itém gélu. Rozklad celulosy byl zjistén prouzkovou metodou (Klika a sp. 1954). Tato
stanoveni byla doplnéna zjisténim obsahu uhliku, dusiku a pH.

Vysledky o diskuse

Vysledky své studie jsme shrnuli do dvou tabulek a dvou obrazka. Z téchto vy-
plyvé, Ze na obou lokalitach doslo pod jedlovym porostem ke znaénym zménam
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biologického stavu pidy. Pod zapojenym porostem jedle se podstatné zlepkily pro-
cesy souvisici s mineralisaci dusiku. Vyrazné je zejména zlepSeni stavu nitrifikace.
Vzhledem k tomu, Ze intensita nitrifikace je ukazovatelem celkové mineralisace

Tab. 1. Vysledky stanoveni biologického stavu pudy na lokalité Kfivina
Potet bacila je uveden v tisicich na 1 g suché pudy

Porost smrku Nezapojené jedle Zapojend jedle
(Picea excelsa) ( Abies alba) (Abies alba)
I. II. III. I. II. III. I. II. IIT.

Obsah uhliku (C %) 8,7 12,9 12,6 17,4 15,3 19,5 11,7 16,2 1,7
Obsah dusiku (N %) 0,42 0,73 0,84 1,4 1,28 1,68 0,95 1,42 1,02
C:N 19 17,2 14,8 124 12 11,6 124 11,4 11,9
rpH 5,3 4,6 4,9 5,1 5,3 5,0 5,4 5,3 5,5
Amonisace mgfkg 100 110 140 150 260 230 140 210 100
Nitrifikace mg/kg 2 9 7 4 3 5 12 22 16
Bac. cereus 49 10 17 50 6 30 22 37 28
Bac. myocides 10 2 11 3 1 4 2 10 4
Bac. mesentericus 5 12 10 - 6 2 1 2 1
Bac. megatherium 23 10 15 12 17 16 31 31 33
Bac. idosus 2 1 7 — — — 1 3 4
Rozkladaéi celulosy:
Cytophaga silv. - - - —_ - - - - -
Fungs +++  + ++ - - - ++ +++ +++

Tab. 2. Vysledky stanoveni biologického stavu pudy na lokalité Jirovstvi
Potet bacilt je uveden v tisicich na 1 g suché pady
V tabulce jsou uvedeny pramérné hodnoty za 3 roky pozorovéni

Porost smrku Porost jedle
(Picea excelsa) { Abies alba)
I 1I.

Obsah uhliku (C %) 10 4,91 4,15
Obsah dusiku (N %) 0,44 : 0,33 0,36
C:N 23 15 12
Amonisace mgfkg 45 60 58
Nitrifikace mg/kg + 30 20
Bac. cereus 75 100 120
Bac. myocides 10 23 25
Bac. mesentericus 17 10 12
Bac. megatherium 20 130 118
Bac. idosus : 5 1 3
Rozkladaéi celulosy: '
Cytophaga silv. — —+ 4+ 4+
Funge +++ + +

(Migustin 1956), muzeme ¥ei, Ze v ptidé pod zapojenym porostem se znadné zlepsila,
celkové mineralisace a tim i vyZiva stromi. Nezapojeny porost jedle nevykazuje
tak velké zlepdeni. Nitrifikace je zde v priméru dokonce niZsi nez pod smrkovym
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porostem. Uréité zlepSeni muZeme pozorovat pii amonisaci a rozkladu celulogy.
Pozoruhodné je vSak to, #e biologicks aktivita nezapojeného porostu je podstatnd
vy#s8i nez u porostu zapojeného. Z ostatnich ukazatelt potvrzuje zlepseni stavu pady
pod jedlovym porostem snizeny pomér uhliku a dusiku, ktery muzeme pozorovat
ve viech pripadech. V celku mizeme hodnotit piisobent jedlového porostu na piady
byvalych smréin pifznivé a v uvedenych podminkach doporudit jedli jako melio-
racni drevinu.

Porost smrku Porost jedle

0 4

1 3 5 7 9 1 1 35 7
Obr. 1. Biologické aktivita pady studovanych ploch na lokalits Kiivina. Vysledky stanoveni ti{

odbérti. Cerné body (kfivka 1) znadi porost zapojeny, bilé body (kfivka 2) porost nezapojeny.
Osa x: &éas ve dnech, osa y: mg CO,.

100 7
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20

0 T y T T T
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Obr. 2. Rozklad celulosy z lokality Kfivina. 1 — ptvodni porost smrku, 2 — nezapojeny
porost jedle, 3 — zapojeny porost jedle. Osa x: ¢as ve dnech, osa y: procenta rozkladu celulosy

Souhrn
Na zakladé porovnani intensity nitrifikace, amonisace, rozkladu celulosy a bio-
logické aktivity jsme zjistili, Ze jedlovy porost piisobi piiznivé na biologicky stav
pad byvalych smréin. P¥i tom pisobi zapojeny porost piiznivéji nez porost neza-
pojeny.
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Bauaaue mopocau muxte (Abies alba) Ha Gmosormdeckoe COCTOSIHME IOYBHI
A. 3aiigepm
Peswome

Bunonornueckoe COCTOAHUE TOYBEL COOTHECEHO ¢ BaKHENINM ee CBOMCTBOM — C €e HJIOI0POIHEM.
IloaTomy ompeneieHne GHOIOTMYECKOr0 COCTOAHMA IOYBH MMEET CyLleCTBEHHOe BHAYeHHe IIpH
reoGOTaHNYECKONR OLIEHKEe MeCTa NPOM3PACTAHMA, KAK M MPU OLEHKe NPOM3BOACTBEHHHIX BO3MOK-
HOCTeH MOYBHL M YMECTHOCTH BMEIUATEIbCTBA M0 HACAKIEHMIO MIIM dKCILIYaTaIMU.

Buonornueckuit paKTop MOYBH 04eHb YYBCTBUTEIHLHO Pearupyer Ha BCe BIMAHUA ¥ PErHCTPUpYeT
AX yiKe B TO BpeMs, KOIAa WX ellle HeBO3MOMHO OTMETHTE C IIOMOLIBI0 XUMIIECKHX HIN PU3NIeCKUX
MeTOJIOB.

B Hacrosmieit paGoTe MBI MCCIEZOBAJM BOIPOC, KaKMe M3MEeHeHMA OHOJIOrAYECKOro COCTOAHHA
TIOYBHI BRIBHBAET 20-JIeTHSIA MOPOCHH MUXTH, BO3SHUKIIAA CAMOCEBOM B popefnesieM 80—100-1eTHeM
el0BOM HoKpoBe. MccienoBaHuA MPOM3BOAMINCE HA 2 MeCTaX Moiecha Boideromrh B BOCTOYHOM
Yexnu. IlonyuyeHnl clefyonye pe3yJbTATH: MUXTOBHI MOKPOB KecTByeT Ha OUOJIOrHYECKoe
COCTOSIHUE TIOYBBL MOIOKUTENAbHO. Ilocie CMEKAaHUA KPOH yiyYllleHne BhpasuTeNbHee, YeM KO HEero.
CMHIKaHMe KPOH yJyduiaer mpespge Bcero Hurpupuxammio. Tax xak HuTpuduxauusa, mo Muury-
cmay (1956), OAHOBPEMEHHO ABIAETCA IOKA3aTelleM MUHEPATU3MpPYIoIledl CIOCOGHOCTH NMOYBH,
TO MOMKHO CKAa3aTh, YTO [IMXTOBHIL IOKPOB ylydmaer oClee IIIOLOPOAUE TIOYBH.

‘The Influence of Silver Fir Stand (Abies alba) on the Biological
State of the Soil

J. Setfert '
Summary

The biological state of the soil is associated with its most important property, i. e. fertility. The deter-
mination of the biological state of the soil is therefore of basic importance when making a geobotanical
evaluation of a given area, assessing the production possibilities of the soil or determining a suitable
type of cultivation or exploitation. The biological composition of the soil is very sensitive to all kinds
of influences and registers their effect when they cannot yet be detected by chemical or physical methods.
The communication deals with the question of the changes produced in the biological state of the soil
by 20-year-old silver fir stand sown by the wind among thin spruce stand from 80—100 years old.
Two localities in Eastern Bohemia were studied. The results are as follows: Closed silver fir stand has
a favourable effect on the biological state of the soil. Closed stand produces greater improvement than
stand with open crown closure. Silver fir stand with closed crowns has a favourable influence mainly
on nitrification. Since according to Mishustin (1956), nitrification is likewise an indicator of the minera-
lization capacity of the soil, it may be said that silver fir stand also improves the general fertility of the
soil. )
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Orienta¢ni stanoveni iontového charakteru antibiotik plotnovymi testy

VLADIMIR SEVCIK a MILOSLAV PODOJIL
Mikrobiologické odddleni, Biologicky tistav, Ceskoslovenské akademie v&d, Praha
Reditel ustavu akademik Tvan Malek

Doslo 19. 12. 1956

Dilezitym znakem pro identifikaci nezndmych antibiotik je jejich iontové povaha.
Stanoveni tohoto znaku elektroforesou je pomérng zdlouhavé. Proto jsme vypra-
covali metodiku stanoveni iontového charakteru neznidmych antibiotik testovanim
na plotnéch, obsahujicich agarovou vrstvu s jemn& zrnitym ménidem ionti.

Materidl a metody

Priprava vzorkd. P¥i testovéni jsme poutili agarovych blotktl o priméru 8 mm s roztoky antibiotik
v %ivné pudd (glukosa 1 %; &krob 1,5 %, kukutiény extraks suchy 0,5; (NH,),S0, 0,35 %; NaCl 0,5 %;
CaCO; 0,5 %) a agarovych blotki s vyrostlymi aktinomycetami po kultivaci 3 —5 dna pfi 28 °C na aga-
rové puds tého sloZeni. Bliz8i oznateni standardd je uvedeno v predchozi praci (Seveik, Podojil & Vrtis-
kové 1957).

P#iprava agarovych ploten. Orientaéni stanoveni iontového charakteru antibiotik provadime na vel-
kych sklendnych misdch 35 em X 35 cm s modifikovanou agarovou pidou pro difusni titrace penicilinu
(Sevéik 1954): masové voda 1000 ml, agar 20 g pro zékladni vrstvu nebo 10 g pro povrchovou vrstvu;
pPH upraveno na 6,8 —7,0; pepton a chlorid sodny do pady nepiiddvame, nebot sniZuji vyménnou kapa-
citu méni¢t anionth.

Na sklendnou misu rozlévéme nejdtive 400 ml rozehidté sterilni zdkladni agarové pudy. Po rozliti
a utuhnuti zékladni agarové pudy klademe agarové blotky s antibiotiky nebo s vyrostlymi aktino-
mycetami do otvort o priméru 8 mm vy¥iznutych korkovrtem. Od kazdého vzorku dévéme po b agaro-
vych bloécich na obé poloviny misy (celkem 10 vzorki ne jednu misu). Po rozdsleni misy na polovinu
tuhym papirem pfelejeme zakladni agar v kontrolni poloving 150 ml 29, agaru bez ménige iontii & v druhé
poloviné stejnym mnozstvim 2%, agaru s ménidem iont. Po utuhnuti stiednich vrstev vyjmeme tuhy
papir & misu pielejeme 100 ml povrchové agarové pudy se zaotkovanym testovacim mikroorganismern
Bacillus subtilis ATCC 6633 (Sevéik 1954). Misy inkubujeme 18 hod. v thermostatu pii 37 °C. Hodnotime
srovnavénim priméra inhibi¢nich zon ziskanych na piudé s ménitem iontt s praméry inhibisnich zon
ziskanych v kontrolni é4sti bez ménide iontu.

Ménide iontyi. Ménite kationti ROA (Severa, Pecdk a Hoffman 1954) o velikosti zrn méns ne 0,06 mm
pouzivéme v Na-cyklu jako 1% suspense (suché vahy) v agarové pads. (Prepardt byl piipraven ve
Vyzkumném ustavu syntetickych pryskytic v Pardubicich). Jako mé&nite anionta byly vyzkouseny
Fluka STG (A. G. St. Gallen), Amberlite IRA-400 (Rohm s Haas), Amberlite IR-4B (Rohm a Haas),
Wofatit L (NDR), stfedn® basicky méni¢ aniontd MFD (Stalinovy zavody, n. p.) a silné basicky ménié
aniontd OAL (Stalinovy zévody, n. p.). Uvedenych méni¢a anionta bylo poutito v Cl-cyklu jako 20%
suspense (vlhké véhy) v agarové pidé. Z ménide aniontd se osvédéil pouze ménié Fluka STG v Cl-cyklu.

Méni¢ aniontt pfiddvame do rozehtaté agarové pudy a po sterilisaci; pfiddme-li totiz méni& anionti
do agarové pady pred sterilisaci, testovaci mikroorganismus vaibec nevyroste. Sterilisaci se z mnite
aniontt uvoltiuji zfejms razné latky inhibujici rist testovaciho mikroorganismu. Podobny zjev nebyl
pozorovén u ménite kationtli. Vzhledem k jednodud$i piipravé ptidévdme proto ménid kationtia do
agarové pudy jiz pfed sterilisaci.
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.

Vysledky a diskuse

Vysledky orientaniho stanoveni iontového charakteru plotnovymi testy u zné-

mych antibiotik gsou uvedeny v tabulce 1 a 2. Na agarové pidé s ménitem kationti

je zfetelné zmen

Tab. 1. Plotnové testy s ménitem kationti ROA v Na-cyklu

& 8 mdnitem anionti Fluka STG v Cl-cyklu
Agarové blodky s roztoky antibiotik. Velikost inhibiénich zon je uvedens v mm a ka?dy 1idaj je primérem

eni inhibi¢nich zon u antibiotik zésaditého, p¥ipadné amfoterniho

z 10 hodnot
Stfednf agarové vrstva Stiedni agarové vrstva
s s 8 ménitem kationtl 8 ménidem aniontu
Antibiotikum; .
iontovy charakter bez mdnidte 8 ménidem bez ménide 8 ménidem
ionta iont ionth iontu
Streptomyein; zésadity 25,68 0 22 20,1
(Waksman a Schatz 1945)
Viomyecin; zésadity 20,7 0 19,9 15
(Haskell a sp. 1952)
Neomyecin; zésadity 19 9,4 20 15,1
(Waksman a Lechevalier
1949)
Chlortetracyklin; amfoterni 38,6 13,6 22 18,2
(Van Dyck a De Somer 1952)
Oxytetracyklin; amfoterni 39 10,2 24,6 22,5
(Regna & Solomons 1950)
Aktinomycin B (105/5);
slabg zésadity 25,5 17,2 21,3 21,2
(Waksman 1954)
Aktinomycin 154;
slabd zésadity 28,4 17,7 20,2 20
(Waksman 1954)
D-chloramfenikol; neutralni 33,9 32,6 28,7 16,5
(Bartz 1948)
Penicilin; kysely 24,9 25,5 31,5 0
( Fleming 1946)

Tab. 2. Plotnové testy s ménidem kationtd ROA v Na-cyklu a 8 méni¢em anionti Fluka STG v Cl-cyklu
Agarové blotky s vyrostlymi aktinomycetami. Velikost inhibi¢nich zon je uvedena v mm a kaidy

tdaj je prumérem z 10 hodnot

Stiedni agarova vrstva Stiedni agarové vrstva
Produkeni aktinomyoceta s ménitem kationtu 8 ménitem anionti
(antibiotikum) bez raénite 8 ménitem bez ménide 8 ménidem
ionta ionta ionta iontu
Streptomyces griseus 32,7 0 23,7 22
{streptomyecin)
Str. aureofaciens 34 10,1 24,4 20,1
(chlortetracyklin)
Str. rimosus 33,4 7 24,7 23,1
(oxytetracyklin)
Streptomyces &is. 105/5 26,1 14,9 24,1 24
(aktinomycin B)
Streptomyces &is. 154 28,6 22,4 29,1 28,9
(aktinomyecin 154)
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charakteru, zatim co u antibiotika neutrélniho charakteru (D-chloramfenikol) a u
antibiotika kyselého charakteru (penicilin) zmengeni inhibiénich zon nepozorujeme.

Na ptdé s méni¢em anionti nebyla u penicilinu pozorovana #4dn4 inhibi¢ni zona,
1 kdyZ u kontroly byla inhibiéni zona pomémé velika. Castedné zmenseni inhibiénich
zon na pidé s ménifem aniont bylo pozorovéno téz u antibiotik, jez nemaji kysely
charakter.

U ménice kationtl jde pfevainé o vyménu iontdl, takze zmenseni velikosti inhi-
bi¢nich zon pozorujeme pouze u antibiotik zdsaditého nebo amfoterniho charakteru.
U méni¢d anionti se viak vedle vymény aniontd uplatiiuje do znaéné miry téz ad-
sorpce (Smid a sp. 1954), &imz mtzeme vysvétlit ¢asteéné zmenseni inhibiénich zon
i u antibiotik, jez nemaji kysely charakter.

Souhrn

Byla vypracovana metodika orientadniho stanoveni iontového charakteru nezns-
mych antibiotik testovanim na plotnach, obsahujicich agarovou vrstvu s jemné
zrnitym ménidem iontt. Jako ménide kationtt pouzivame preparatu ROA. Z ménidh
aniontl se osvédéil preparat Fluka STG.
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OpueHTHPOBOYHOE OIIpefieJeHIe HOHHOTO XapaKTepa aHTHGMOTUKOB ¢ IIOMOIBIO
TECTOB Ha ILTACTHHKAX arapa

B. Hlesuur u M. ITodoun
Pezwome

Brima paspaborana MeTOAMKA OPUEHTHPOBOUHOTO ONpERENeHHS C IMOMOIIBIO TECTOB HA arape
HNOHHOTO XapaKTepa HEM3BECTHBIX AHTUOMOTMKOB. B OCHOBHYW Cpegy ¢ arapoM Mbl BKIANEIBAEM
GIOKY arapa ¢ paspocCiuMMUCH aKTMHOMHIETAMU I BATHBAEM CPEoll C arapoM M KATHOHOGMEHHBIM
agcopGentom ROA muu ¢ annonoGmenseM apcopGentom Fluka STG. Ilmacrunky arapa ¢ moHo-
U3MEHUTesIeM MbI 33JIMBAEM CBEPXY CII0EM Cpeflbl ¢ arapoM, 3apaseHHON MUKPOOOM. OleHKY MbI
NPOUSBOMUM  CPABHMBAsA [MaMeTPhl 30H YTHeTeHHsA mocie 18-uacoBoit mHKyGammu npua 37 °C
B Ccpefie ¢ MOHONBMEHHUTENEM — C JUAMETPAMH 30H YIHETEHUH B KOHTPOJBHON YacTH ILTACTHHKH,
Ges monousmenutesis. HecMOTpA Ha To, YTO 5T4 METOAMKA MeHee TOYHA, YeM OGHLIYHO IIPUMEHSA-
omuicsa GyMarKHbIA dIeKTpodopes, ona 110 CBoelt IPocToTe 1 GHICTPOTE yROOHA AIA MepBHIX M3GMpa-
TeJNbHLIX Mpo0.
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A Test for Determining the Ionic Character of Antibiotics by means of Agar Plates
V. Sevétk and M. Podojil
Summary

A test was elaborated for determining the ionic character of unknown antibiotics by means of agar
plates. Agar blocks with mature actinomycetes are placed in the basic agar medium, over which an agar
medium containing cation exchange resin ROA or Fluka STG anion exchange resin is poured. Agar
medium inoculated with a micro-organism is then poured over the agar medium containing ion ex-
change resin. The results are evaluated by comparing the averages of inhibition zones obtained after
18 hours’ incubation at 37° C in the medium containing ion exchange resin and the averages of inhibition
zones in the control part of the plate containing no ion exchange resin. Although this method is less
exact than paper electrophoresis, it is satisfactory for use in the first selective tests because of its simpli-
city and quickness.
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Ceskoslovenskd

MIKROBIOLOGIE

roénik 2. (1957) — &. 4

Pronikéni antibiotik dialysaéni membranou na agarovych plotnach

VLADIMIR SEVCIK a ALENA VRTISKOVA

Mikrobiologické oddéleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenska akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek
Doslo 5. 12. 1956

Schopnost antibiotik pronikat v téle Zivoéichil je velmi duleZitd pro posouzeni
jejich Géinnosti in vivo. Prvé udaje o této vlastnosti nim poskytuje modelovy pokus,

Tab. 1. Velikost inhibi¢nich zon v mm pfi dialyse antibiotik rozpusténych v agarovych bloécich.
Titra¢ni ptida pro streptomycin

Pads, Doba dialysy (difuse) v hod.
(agarovy 1 9 4 l 6 18
blotek)
A B A B A | B | A B K
Streptomycin 100 pg/ml
S 18,5 15 18 15 18,5 16 18 16,5 | 2
PS 18,5 15 19 16,5 20 17,5 19,5 18 21
Se 17,5 14 17 15 18 15,5 18 16,5 20
P, 18 14 17 17 17 15,5 17,5 16 20
Viomyecin 100 pg/ml
S 9,5 4 9,5 6 10,5 8 9 6 13,5
PS 10,5 6,5 11 8 11,5 8 11,5 10 14,5
Se 11,5 6,5 11,5 6,5 11,5 7 9,5 6,5 15
P, 12,5 7.5 11,5 7 10,5 7 9 5 14
) Viomyein 500 pg/ml
Sy 12 10 13,5 11 13 10 13 11 14
PS 13,5 10 13,5 11.5 13,5 12,5 13,5 12,5 15
Se 14,5 12 15 12 14,5 12,5 14 12,5 15,5
P, 12,5 9,5 13 9,5 11 ‘ 9 10,5 9 12,5
Neomycin 500 pg/ml
S, 14 11 14 12,5 . 14,5 13 14 13 14
PS 14 12 14,5 13 14,5 14 15,56 14 15
So 14 11,5 14,5 12 14,5 13,5 15,5 13,5 15
P, 12 8,5 12 9,5 12,5 11 12 10 12
Erythromyecin 30 pg/ml
S, 10,5 6 12 6 14,5 11 15,6 12,5 17,5
PS 11 6 13 7 15 12,5 16 14 17,6
S, 7,5 5 9 5 17 7 13 10,5 16
P, 8,5 5 11 5 13,56 ' 8,5 14 12 16

A — agarovy bloéek bez membrany (difuse).
B — agarovy blo¢ek s membranou (dialysa).
K — agarovy blotek ponechén na agarové plotné do piistiho dne.
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kterym stanovime pronikini antibiotik celofanovou membranou. Abychom tyto
poznatky mohli ziskat jiz v dobé, kdy médme produkéni aktinomycetu na agarovych
plotnach, vypracovali jsme jednoduchou testovaci metodu. PouZiti uvedené plot-
nové metody m4 sice uréité omezeni, aviak vzhledem k moZnosti zpracovat v kratké
dob& pomérné velky potet produkénich kmeniui je tato metoda vhodnd jako jeden
z prvych vybérovych testti pfi hledani novych antibiotik.

Materidl-a metody

P#iprava vzorksd. Pii testovani schopnosti antibiotik pronikat dialysaéni membrénou jsme poutili
agarovyoch blo¢kd o priméru 6 mm s roztoky antibiotik v riznych Zivngch pudéch a agarovych blotkua
8 vyrostlymi aktinomycetami po kultivaci 5 nebo 23 dnu p¥i 28 °C na pudsé S,. Blizsi ozna¢eni standard
antibiotik a slozeni agarovych pud je uvedeno v predchozi préci (Seviik, Podojil a Vrtiskova 1957).

Tab. 2. Velikost inhibi¢nich zon v mm pfi dialyse antibiotik rozpusténych v agarovych blodeich,
Titra¢ni puda pro chlortetracyklin

Pada Doba dialysy (difuse) v hod.
(agarovy 2 4 18
blodek)
A B A B A | B A B K
Chloramfenikol 100 p.g/ml
Sy 26 22,5 28 25,5 29 27,5 30 29 30,6
PS8 28 24 29 27 30 .. 29 31 . 29 31
Se 27 25,5 30 27 31,5 30 32 30,6 31,5
P, 24 23 27 \ 25 28,5 26,5 29 28,5 29,5
Aktinomycin B 50 pg/ml
S, 19,5 0 20 11,5 21 17 21 17,5 21,5
PS 18 0 19 10,5 20 14,5 20,5 16 20
S, 20 0 21 13,5 22 15,5 21,5 18 21,6
P, 20 0 20,5 20 21 16 21,5 16,5 22
Chlortetracyklin 100 pg/ml
8y 20,5 16,5 26,5 22 27 22 26 23,5 27
PS 23 15,5 24 18,5 26 21 25 22 26
So 29 19,5 28 22 28,6 24,5 29 25 28
P, 25,5 18 26 21,5 26 23 26,5 24 27,6
Oxytetracyklin 25 u g/ml
Sy 17 7 19 11 19,5 15,5 20 17 20,6
PS 12 6 15 9 18,5 10,5 18 14,5 18
Se 16 6 19,5 14 20,5 17,5 22 18 21,6
P, 16 7 19 12,5 20,5 17,5 22 19 21
Oxytetracyklin 100 ug/ml
S, 22,5 11 24 17 25 22 26 22 26
PS 20 8 23 15,5 24 20 25 20,5 24,6
So 23 17 24,5 22 26 24 21,6 24 27
P, 23,5 18 25 25 26 22 26,5 23,6 28,6

A — agarovy blo¢ek bez membrany (difuse).
B — agarovy blo¢ek s membrénou (dialysa).
K — agarovy blotek ponechén na agarové plotnd do piistiho dne.

Pracovni postup. Test, jim% zjidtujeme pronikéni antibiotik dialysaéni membrénou, provéddime na
velkych sklenénych misdch 35 X 35 em s agarovou piidou pro difusni titrace streptomyecinu nebo chlor-
tetracyklinu, zaotkovanou testovacim mikroorganismem Bacillus subtilis ATCC 6633 (Sevdik 1954,
Hess 1955), na niZ klademe &tveredek dialysadni membrény 1 X 1 ecm (vyrobece Kalle u. Co., NDR);
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na membranu polozime korkovrtem vyfiznuty agarovy blodek s vyrostlou aktinomycetou nebo s rozto-
kem antibiotika. Agarové blo¢ky a dialysaéni membrany snimame s plotny v raznych éasovych inter-
valech (1, 2, 4 a 6 hod.) a plotny inkubujeme v thermostatu 18 hod. pfi 28 °C. Po inkubaci odé&itdme
praméry inhibiénich zon.

Tab. 3. Velikost inhibi¢nich zon v mm pfi dialyse antibiotik u aktinomycet na agarovych bloécich

na pads S,
Doba dialysy (difuse) v hod.
Produként Titradéni
aktinomyceta puda 1 | 2 | 4 ‘ 6 _[ b
A B | A | B | A B | A B |
Streptomyces STM 21 18,5 | 22 21 23 21 23 22 ‘ 23
griseus T CTC 12,5 | 10,5 | 15 13 18 16 18 17,5 | 17,5
T STM 215 | 0 22 13,5 | 23 17 23 18,5 | 24
Streptomyces 105/5 CTC 205 | 5 |20 |10 | 21 | 165 | 21 17 [ 215
STM 20 0 21 7 21 15,5 | 21 16 22
Streptomyces 154 cre 175 | 0 18,5 | 10 195 | 15 20 15,5 | 20
T STM 20 0 20,5 | 6,5 | 21 15 21,5 | 15 22
Streptomyces 607 | =5 175 0 | 185 | 8 |20 | 14 | 205 | 17 | 21
Streptomyces \
aureofaciens CTC 20 8 23 15 25 20 26 21 | 26
|
A — agarovy blodek bez membrany (difuse).

B — agarovy blotek s membrénou (dialysa).
K — agarovy blotek ponechdn na agarové plotnd do p¥itiho dne.
‘Titraéni ptida: STM — pro streptomycin; CTC — pro chlortetracyklin.

£ ws

Stafi kultur aktinomycet: 23 dny.

Pro kontrolu téinnosti antibiotika v agarovych bloécich byly bloéky kladeny na agarovou plotnu bez
membrany a snimdny v tych? intervalech jako u blo¢kd s membranou, pfipadné byly blotky ponechany
na agarovych plotnich po celou inkubaéni dobu.

Vysledky a diskuse

Rozdily mezi velikostmi inhibiénich zon u agarovych blo¢ki s dialysaéni membra-
nou a bez dialysa¢ni membriny jsou uvedeny v tabulce 1 a 2 (antibiotika rozpous-
téna v agarovych bloéeich). Velikost inhibi¢nich zon je vétSinou piimo zavisld na
dobé dialysy nebo difuse. Inhibi¢ni zony u agarovych blodkli s membrianou jsou
ponékud mensi nez u tychz blotktd bez membrany. Podobné vysledky byly ziskany
u agarovych blodka s vyrostlymi aktinomycetami (tab. 3).

V piipadé, Ze u agarovych blotka s dialysaéni membrinou se neobjevi inhibiéni
zony a u kontrolnich blo¢kt bez membrany jsou inhibiéni zony pomérné malé, nelze
jesté Tici, Ze antibiotikum neni schopno pronikat dialysaéni membranou. Dialysaéni
membrana je totiz uréitou zdbranou pfi pronikani antibiotik.

Souhrn

Byla vypracovana jednoduchd testovaci metoda pro stanoveni schopnosti pronikat
dialysaéni membranou u neznamych antibiotik na agarovych plotnach.
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[IponnkHOBeHWe aHTUOMOTHKOB 4Yeped AMATMBALUUOHHYI IUIEHKY HA TJIACTHHKAX
arapa

B. Illleewur v A. Bpmuwxosa
Peswowme

CriocoGHOCTb HemsBECTHHX AHTHOMOTHKOB NPOHMKATH deped AMAIM3ALMOBHYIO IJIEHKY MH
OTpefeIfieM HA arape Tak, 4TO HA IUIACTMHKY arapa, BaceAHHYI0 TeCT-MHKPOGOM, KiafieM KBajgpa-
THH AMAIN33UNOHHON IIIEHKH, HA KOTOPYIO KIafeM 60K arapa ¢ paspoCIIMMHCA AKTUHOMAIETAMH.
HAsA KOHTPOJA MH KiafeM GIOK arapa ¢ aKTHHOMHUIETAMH NPAMO Ha 3ACEAHHYI0 CpeLy, He IOf-
KIajpBasAg IUAIN3aUNOHHON niaeHKn. Yepes 6 yac. mpu iaGopaTopHOil TeMmeparype MEl CHHMaeM
0Il0KM arapa M JNAIN3ALMOHHEIE INIEHKH, W INACTMHKY arapa moMemaeM Ha 18 4ac. B TepMOCTAT
npn 28 °C. IlponuKHOBeHMe aHTHGHOTHKA 4epes AMAIM3ANMOHHYI0 IIEHKY IpPOSBIAETCA 30HOM
yrHeTeHMA Ha INIACTUHKe arapa.

The Permeation of Antibiotics through a Membrane for Dialysis on Agar Plates
V. Sevtik and A. Vrtiskovd
Summary

The ability of unknown antibiotics to permeate a membrane for dialysis is determined on agar plates
by placing a square of membrane on an agar plate inoculated with the test micro-organism and covering
it with an agar block with & fully grown culture of the actinomycete. An inoculated agar plate on which
an agar block with a mature culture of the actinomycete is placed, without an intervening membrane,
serves as the control. After leaving for six hours at laboratory temperature, the agar blocks and ultra-
filters are removed and the plates are incubated in a thermostat for 18 hours at 28° C. Permeation of the
antibiotic through the membrane is evidenced by an inhibition zone on the agar plate.

245

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500010-4



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500010-4

Kratk4 pavodni sdéleni

Sporulace bacila. V.

Inhibice tvorby spor cystinem u nékterych zistupci rodu Bacillus

VLADIMIR VINTER
Mikrobiologické oddsleni, Biologicky tstav, Ceskoslovensk# akademie véd, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 22. 2. 1957

Pii studiu sporulace mikroorganismu Bacillus megatherium jsme zjistili, Ze pfidani cystinu (1 . 104 M)
do kultury pied sporulaci narusi tvorbu spor & omezi pfevod vépniku do sporulujicich bunék (Vinter
1957). Povazovali jsme za nutné si ovétit, zda k tomuto jevu dochdzi i u jinych bacilu a zda jde tedy
0 jev obecngjii. V této préci popisujeme charakteristiku inhibice tvorby spor cystinem u dalsich zdstupe
rodu Bacillus, hlavné skupiny Bacillus cereus.

Tab. 1. Inhibice tvorby spor a prevodu vépniku do bungk cystinem u riznych zéstupch rodu Bactllus,

Obsah vapniku je vyjédien v mg vépniku na 1 mg celkového dusiku bunék. Udaje v zévorkach vyjadiuji

procento spor v kultufe a jejich charakteristiku. V tabulce jsou pro zjednoduseni oznageny normélni
spory zkratkou S, ,,defektni spory‘‘ DS a praespory P

Obsah vapniku v bunkéch
. Kultury s cystinem
Mikroorganismus Kontroly bez cystinu Stari kultury v okamziku pfidéni cystinu
v hod.
Pred Po
sporulaci sporulaci 9 ! 10 11 12
B. cereus X 0,0037 0,0196 0,0029 0,0030 0,0028 0,0035
(0) (86,6 %S) | (<B5%P)|(<5%P)|(<5%P)|(<5%P)
B. cereus 0,0053 0,0337 0,0114 0,0078 0,0064 0,0064
) (87,9 % 8) (28,5 % (20,5 % (21,2 % (15,2 9%
P—-DS—8)| P—-DS) P—-DS) P--DS)
B. mycoides 0,0053 0,0350 0,0280 0,0106 0,0072 0,0045
(0) (89,7 % 8 (79,3 % (6L,5 % (26,1 % (16,8 %
+ volné DS—S8) P—-DS—8)| P—-DS) P--DS)
spory)
B. mesentericus 0,0045 0,0433 0,0076 0,0043 0,0041 0,0042
(0) (88,5%8) | (<5 % (< 5% (27,8 % (21,3 %
+ volné P-DS) P_DS) P-_DS) P--DS)
spory)
B. anthracotdes 0,0092 0,0235 0,0218 0,0224 0,0191 0,0117
(0) (81,3 % 8) (61,3 % (58,9 % (59,8 % (38,9 %
DS—8) DS—S8) DS—8) P—-DS-8)

Jako modelt jsme pouzili dvou kmenti Bacillus cereus (kmen oznateny X byl isolovan z pudy), dale
Bacillus mycoides, Bacillus mesentericus a Bacillus anthracoides. Zpusob kultivace, stanoveni procenta
spor v kultufe a obsahu vépniku v butikdch jsou popsdny v minulé préci (Vinter 1957).
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Ve viech pokusech jsme pFidévali cystin (koneéné koncentrace 1. 10—4 M) v hodinovych intervalech
od ukonteni logaritmické faze (9. hodina kultivace) do 12, hodiny kultivace, tedy do obdobi jedné a%
dvou hodin pied zatétkem tvorby spor. Obssh vépniku v butikédch jsme stanovili 12. hodinu kultivace,
t. j. pred sporulaci, & 24. hodinu kultivace, kdy byly kontrolni kultury plné vysporulovény & kdy jedt®
nedochézelo k masovdjdi autolyse sporangii. B. anthracoides sporuloval pomaleji, & proto jsme obsah
vépniku v butikéch u vysporulované kultury zjistili a% 30. hodinu kultivace.

Vysledky uvedené v tabulce ukazuji, Ze u vech zkousenych bacilti doslo po pfidéni cystinu do media
k inhibici jak tvorby spor, tak pfevodu vépniku do bun&k. U B. mycoides a B. anthracoides doslo k inhi-
bici riizného stupnd podle toho, do jak staré kultury byl cystin pfidén, tedy k podobnému piipadu,
ktery jsme jiz diive prokézali u B. megatherium (Vinter 1957). Tento jev je pravdépodobné zpiisoben
tim, e butiky nskterych bacili maji po ukondeni vegetativniho mnozeni jesté schopnost rychleji rozlotit
&4st cystinu, tak¥e bshem vlastniho procesu tvorby spor se jiz dinek zbytkii cystinu nebo jeho rozpa-
dovych produktt projevuje mnohem slabdji. U ostatnich studovanych bacili byl proces tvorby spor
naruden silnd i v kulturdch, do kterych byl cystin pfidén uZ po ukonéeni mnoZeni. U B. cereus X byla
dokonce sporulace prakticky potladena, protoZe do 24. hodiny bylo schopno vytvofit praespory pouze
necelych 5 % bundk. Praespory i ,,defektnf spory‘* viech uvedenych bacili byly svym tvarem i optic-
kymi vlastnostmi stejné jako u B. megatherium. (Vinter 1957).

Vysledky ukazuji, %e k inhibici tvorby spor cystinem nedochézi pouze u B. megatherium, ale i u ostat-
nich zéstupct rodu Bacillus a %e se tedy pravdépodobnd jedna o obecndjii zédkonitost naruSeni tvorby
spor bacili.
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Cnopoob6pasosanue y Gaquit. V.
TlopaBnenne UCTMHOM 06pa3oBaHMA CHOP Y HEKOTOPHIX IpefcraBuTele#t poga Bacillus

B. Bunmep

Peawome
¥V naTu npencrapureneli pona Bacillus (2 mramma Bac. cereus, Bac. mycoides, B. mesentericus
u B. anthracoides) ME NpoBepANN BOBMOMHOCTh HAPYIIEHHMA CIOPOOGPasoBaHMA MyTeM npubas-
smenns mucTuHa (1.10—% M) mepex HaualoM BTOro mponecca. MH YCTAaHOBHJIN, 4TO NpuUGaBiIeHMe
IMMCTHHA BHIBHBAIO MOPQOIOrHYecKue HapylleHMA o6pasoBaHMA CIOp, OTPAHMYEHME Iepexofa

KampUUA B cnopoobpasyionpe KIeTKH U [axke YTPaTy KIeTKaMu CHOCOGHOCTH K crmopooGpaso-
BAaHUIO.

Sporulation of Bacilli. V.
Inhibition of Spore Formation by Cystine in Some Members of the Genus Bacillus
V. Vinter
Summary
The possibility of inhibiting spore formation by adding cystine (1 . 10—4 M) prior to sporulation was
investigated in five members of the genus Bacillus (two strains of B. cereus, B. myocoides, B. mesente-
ricus and B. anthracoides). It was found that the addition of cystine led to a disturbance in the morpho-

logy of sporulation and to a decrease in the transfer of calcium to sporulating cells, and sometimes to
loss of ability by the cells to form spores.
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Moznost, pfenosu mikroorganismi metamorfosou pakoméara
Chironomus plumosus

OLEG LYSENKO
0Oddéleni patologie hmyzu, Biologicky tstav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Doslo 28. 2. 1957

Otazka pfenosu mikroorganism metamorfosou dvoukiidlého hmyzu, a to hlavng much, byla v minu-
losti intensivn® studovana, aviak nebyla dosud jednozna¢nd rozieSena. N&kteii autofi (Ledingham,
cit. Tebbutt 1913, Cao 1906, Graham-Smith 1912a, b, Bacot 1911, 1914, Gosio 1925, Ostrolenk & Welch
1942) takovou moznost potvrzuji, jini (Nichols 1912, Tebbutt 1913 a Wollman 1921) ji popiraji.

V posledni dobé dokazuji Brinley a Steinhaus (1942), Ze se mikroorganismy pfenaseji metamorfosou
pakoméra Chironomus plumosus. Larvy pakoméra péstovali v bazénu, ktery infikovali mikroorganismem
Serratia marcescens a u vyletujicich dospélet tuto bakterii op&t prokazali.

Obr. 1. Chovné zafizeni pro sledovéni vlivu metamorfosy larev vodniho hmyzu na mikroorganismy.

A — chovni nédoba s vodou, B — sklensn4 nélevka, D — sklendny véletek nahote uzavieny gézou

pro shér imag, E — provzduSovaci zafizeni, F — nddoba s desinfekénim roztokem, G — zatemnéni,
H — porésni vzdusnici kostka. C — spojovaci véledek,

Ze viech uvedenych praci jasné nevyplyva, zda Slo skuteénd o pravy pienos nebo jen o sekundérni
kontaminaci jiz vylihlych imag. Vzhledem k tomu, %e je dilezité védst, zda dospdli komaii jsou schopni
letem po okoli roznédet infekdni agens z prostiedi svého larvéalniho Zivota, jim% jsou vdtdinou nekontro-
lované odpadové vody, zjistovali jsme opét, zda dochdzi u pakomara k pravému pienosu bakterii jejich
metamorfosou. Abychom se vyhnuli nedostatkiim, je% se vyskytovaly v predchozich pracich, sestrojili
jsme jednoduchy ptistroj, ktery do znaéné miry vylutuje moznost sekundérni kontaminace dospslych
pakomaéru.

Larvy Chironomus plumosus jsme lovili v eutrofnich rybniéeich v okoli Prahy a ve Vitavé a krmili je
autokldvovanou suspensi kvasinek. Jako modelovych mikroorganismii jsme pouzili Salmonella enteritidis
var. danizs, Streptococcus faecalis NCTC 6783 a Escherichia coli, které jsme dokazovali na Wilson-Blaie-
rové vizmutovém agaru (Sedldk 1955) na mediu s azidem sodnym Difco B 442 ztuZenym 1,5 ©;, agaru
a na Levinov® agaru Difco B 5 (Difco Manual 1953). Jako pomnozovacich tekutych medii jsme pouzili
masopeptonového bujonu a Zivného prostiedi Bacto Brilant green bile 29%,.
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Chovnd aparatura. Ptistroj je schematicky znédzornén na obrézku 1. V chovné misce o priiméru 150 mm
a 75 mm vysoké (A) je infikovand voda, v které %iji larvy a prod&lavaji zde svoji metamorfosu. Obsah
kysliku je zvySovan probubldvénim vody stlatenym vzduchem, ktery je pfivddén do chovné misky
sklendnou trubici (E) zakonéenou porésni kostkou (H). Spodni ¢4st chovné aparatury je zatemnéna
dernym papirem (G). Imaga, kterd vyletuji z kukel, jsou vabena svétlem, strhivéna proudem vzduchu
a putuji nalevkou (B) vzhiru do sklendného véletku (D), kde se shromaiduji. Véletek se shromézds-
nymi imagy jsme kazdy den vyméiovali a imaga z ndj brali na vySetieni. Aparaturu je moZno pohodln®
sestavit i rozloZit a pokus kdykoliv autoklavovanim bezpedns zlikvidovat. Probubldvéni vzduchu mimo
obohacovéni vody kyslikem zpusobuje i slaby pretlak uvniti tohoto zaifizeni, ¢im% snifuje moZnost
kontaminace z okoli a zéroveri proud vzduchu od zdola vzhiru zabratiuje imagim névrat k infikované
vod® a tak sekundérni kontaminaci.

Vlastni pokusy probihaly sousasnd ve &tyFech piistrojich. Kazdé chovné nddoba obsahovala 350 ml
vodovodni vody a 50 larev. Do vody v jednotlivych nédobéch jsme piidédvali suspensi 24 hod. kultury
modelovych mikroorganismt (Salmonella enteritidis, Streptococcus faecalis a Escherichia coli) v takové
koncentraci, aby se potet bakterii pohyboval v rozmezi 108 a2 108 bunék v 1 ml vody. Potet bakterii
jsme denns zjistovali plotnovou metodou na p¥isludném selektivnim mediu a pfi ubytku jsme ptiddvénim
suspense udrzovali mnoZstvi bakterii na uvedeném poétu. Jedna ze étyt nddob jako kontrola nebyla
infikovana. Na plotndch byly odeéitdny jenom typické kolonie.

Z kukel vyletujici imaga byla narkotisovéna étherem a vySetfovédna na piitomnost modelovych
mikroorganismi v pomnoZ¥ovacich mediich. U kaZdého imaga jsme vySetfovali v obou mediich jak jeho
povreh, tak i t8lni obsah. Nejprve jsme opléchli povrch pakomérs pfimo ve zkumavce s pomnoZovaci
ptdou (napfed v masopeptonovém bujonu a potom v brilant green bile). Potom jsme na sterilnim pod-
loznim skli¢ku imago asepticky lancetou rozdrtili a &ést t&lniho obsahu nassdli do sklendné kapiléry.
Hrot i s nassatym obsahem jsme ulomili do zkumavky (10 X 100 mm) s 3 ml pomnofovaci pudy. Media
byla inkubovéna 2 dny pii 37 °C a potom jeitd 7 dni p¥i laboratorni teploté. Obsah zkumavek, v kterych
se projevil rust, jsme oékovali na jednotlivé selektivni pidy a masopeptonovy agar.

Pti dvojim opakovéni bylo vysetteno 169 imag a z nich jenom u 15, t. j. u 9 % byly prokdzény mikro-
organismy; ukézalo se, %e to byly jen b&iné vzdudné saprofytické mikroorganismy (Sarcina flava,
S. lutea, Bacillus subtilis a pod.). Slo zfejmé jen o sekundérni kontaminaci pfi lfhnuti imag nebo pti
manipulaci. Modelové mikroorganismy nebyly nikdy prokdzény. V dalsich pokusech v tomté% uspo-
f4déni jsme dospdlce bez narkotisace a dalsi manipulace pfimo vhodili do pomnoZovacich medif. Ani
v tomto pfipad® jsme nikdy nezjistili pfitornnost modelovych mikroorganismi.

Nage vysledky tedy ukazuji, Zo metamorfosou u pakomériu neprochézi ani jeden z poutitych mode-
lovych mikroorganismit (Salmonella enteritidis, Streptococcus faecalis a Escherichia coli}). Rovndz Woll-
man (1921), ktery pracoval 8 mouchami, poukazuje na to, Ze pfenos mikroba metamorfosou neni pri-
mérni, ale e u tohoto hmyzu jde vidy o sekunddrni kontaminaci a% po vylihnuti. Vysledky Brinleye
a Steinhause (1942), kteii oviem pouzili jiné metodiky, ukazuji, Ze pienos je moiny. Podle naSeho na-
zoru rozdfl mezi naimi a jejich pozorovanimi je zpuisoben pravé pouZitou metodikou, nebot oba autofi
nevylouéili moZnost sekundérni kontaminace vylihlych dospélet.

Z nadich vysledkt rovndz plyne, Ze mikroflora stfeva larvy pakomaéra se nepienasi stadiem kukly
do imaga. Ve zdravé larv® jsou bakterie lokalisovany ve stfev®, nebotf proniknuti mikroflory peritro-
fickou membrénou a stfevni sténou do t8lni dutiny mé za nésledek smrt hmyzu, co potvrzuji i nase
diivejsi pokusy (Weiser a Lysenko 1956). Pfi kukleni pak stievni obsah odchézi v mekoniu z kukly ven.
Rovné% zvysend fagocytosa ve stadiu kukly spoluptisobi p¥i vnitini sterilitd dospélce. Metamorfosou
mohou tedy projit jen ty bakterijni nélezy, které jsou vazédny na tkdnd hostitele.

Z mechanismu vylétdni imaga z kukly vyplyvé, e vylétnuvai imago je i na svém povrchu sterilni.
Po roztrteni hibetni pokoky se imago opird o okraj hrudi kukly a postupnd se vysoukivé ze zadetku
kukly, ani# by se dotklo vody. Jestlize v3ak used$ na okraj nadrZe aZ do zpevndni kiidel, dochézi k se-
kundérni kontaminaeci.

Pii mechanickém zpiisobu pfenosu mikroorganismi muZeme pakomadry fadit jen mezi pifleZitostné
synantropni mechanické hmyzi pienaSede.

Dekuji akademiku I. Malkovi, Dr J. Weiserovi a doe. Dr J. Stdrkovi za ptipominky k této préci.
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Bosmomnocts nepenoca Mmukpo6oB gepea meramop§os Morsuia Chironomus plumosus
0. Jlvicenro
Peswme

Bruio ycraHOBieHO, YTO CAYKHMBIINE B KadecTBe Mopjenn MHKpo6n Salmonella enteritidis,
Streptococcus faecalis u Escherichia coli ne cmocoOunl compoBompars Motbiia Chironomus
plumosus uepes ero Meramopdos. BrurynmsirMecs B3pocible UMAro, JMYAHKH KOTOPHIX FKUIIH
B 3apasKeHHOM Cpejle, OKA3HIBAIOTCA COBEPIICHHO CTEPMIIBHHIMA HA NOBEPXHOCTH M BHYTPM TeJa.
OTH MOTHIIH CIIOCOGHEI NPMHMMATH yuacTe B MepPeHoCe UHPEKIMH TOIBKO KaK CIyYailHEE CHH-
AHTPOIIHEIE MEXAHHYECKHE NEePEHOCUNKH.

The Possibility of Bacterial Transfer during the Metamorphosis of the Midge
Chironomus plumosus

O. Lysenko
Summary

It was found that the test micro-organisms, Salmonella enteritidis, Streptococcus faecalis and. Esche-
richia coli, did not accompany the midge Chironomus plumosus throughout its metamorphosis. The sur-
face and internal parts of the body of the mature imagos which developed from larvae reared in an in-
fected environment, were completely sterile when the imagos emerged from the pupa. Midges can parti-
cipate only in the mechanical transmission of infection, as chance mechanical synanthropie insect car-
riers. Explanation to figure: An apparatus for the investigation of transfer of test micro-organisms during
metamorphosis of water-inhabiting insects. (A: culture cup for midge larvae, B: glass funnel, D: glass
cylinder closed at top by cloth in which imagos are collected, E, H: supply for aeration, F: cup with
disinfectant, G: paper cone for maintaining lower part in darkness).
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Predbé¢Zna sdéleni

Vztah metabolismu riznych uhlohydrati k produkei chlortetracyklinu
u kmene Streptomyces aureofaciens

JOSEF ROKOS a PAVEL PROCHAZKA
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky ustav, Ceskoslovensk4 akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 7. 4. 1957

Pii produkei chlortetracyklinu kmenem Streptomyces aureofaciens se vieobecnd poutivé jako zdroje
uhliku sacharosy. Neni viak znémo, zda jeji jednotlivé slozky, glukosa a fruktosa, jsou metaboliso-
vény stejnymi nebo odlifnymi cestami. Klein a Doudoroff (1950, 1951) se domnivaji, Ze mikroorga-
nismus Pseudomonas putrefaciens, bdind kultivovany na sacharose, metabolisuje jeji jednotlivé slozky
riznymi cestami.

Tab. 1. Produkee chlortetracyklinu kmenem Streptomyces aureofaciens pii kultivaci
na padéch s raznymi cukry
(Vyjédieno v pg chlortetracyklinu v 1 ml fermentaéni tekutiny)

Cukr ptidévany do Hodina fermentace |
fermentadni pudy 24 48 ’ 79 26 ‘ 120
Sacharosa 160 510 890 1210 1260
Fruktosa 180 640 900 1070 1180
‘Glukosa 100 140 370 520 490

Tab. 2. Prubdh pH a mno¥stvi nevyuzitych uhlohydréta ve fermenta¢ni pudé pfi
kultivaci kmene Streptomyces aureofaciens
(Vyjédfeno v mg monosacharidi v 1 ml fermentaéni tekutiny)

Cukr ptiddvany do Hodina fermentace
fermentadni pudy 0 24 48 79 i 96 | 120
rH
Sacharosa 6,90 6,62 6,41 6,28 6,25 6,70
Fruktosa 6,90 6,73 6,68 6,63 6,62 6,91
Glukosa 6,90 6,19 6,23 6,14 6,50 7,45

Mno#stvi nevyuZitych uhlohydrata

Fruktosa 30,3 29,1 23,3 17,8 13,0 8,0
Glukosa 30,3 23,5 12,0 6,0 0,9 0,7

Zajimalo nés, zda k podobnému jevu dochézi i pfi kultivaci aktinomyecety Streptomyces aureofaciens,
zejména s ohledem na vliv jednotlivych metabolickych. cest na produkei antibiotika. Nahradili jsme
proto ve fermentadni pud® (Bé&lik a sp. 1956) sacharosu stejnym véhovym mnozstvim fruktosy nebo
glukosy. Monosacharidy, které jsme v koncentrovaném roztoku sterilisovali filtraci sklenénym fil-
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trem S 5, jsme asepticky piiddvali do ban¢k tak, aby byla zachovéna stejnéd koneéné koncentrace
Zivin a objem fermentaéni tekutiny jako v kontrolni pudd se sacharosou. V prabdhu kultivace na
reciprokém tfepacim stroji jsme v jednotlivych &asovych intervalech stanovovali produkci chlortetra-
cyklinu, dbytek monosacharidt a pH. Zji&téné hodnoty jsou uvedeny v tab. 1 a 2.

Zjistili jsme, %e produkee chlortetracyklinu v mediu s fruktosou dosahuje pfiblizné stejnych hodnot
jako v mediu se sacharosou, v n&kterych ptipadech hodnot dokonce daleko vySsich. V prostredi s glu-
kosou dochdzi ke zcela opaénému jevu. Produkee je zde daleko ni#di nex pti fermentaci se sacharosou
¢i fruktosou, p¥i éemz éisla uvedens v tab. 1 jsou maximalni hodnoty zjisténé v fads pokust. Rust
organismu je vSak piiblizng stejny, at pouzijeme kteréhokoli z uvedenych cukri. Rozdilnost fermen-
taci na glukose a fruktose potvrzuje rovnd# prubsh pH a rychlost spotfeby cukra (tab. 2). Dal$im
charakteristickym rozdilem pfi kultivaci s raznymi substraty je pigmentace mikroorganismu.

Tyto vysledky naznatuji mo#nost, %e jednotlivé slozky sacharosy jsou odliné metabolisovény,
pfi ¢éemz produkce chlortetracyklinu je ovlivnéna typem uhlohydratu ve fermentaénim prostiedi.

Z literatury je zndmo, Ze produkce chlortetracyklinu je spjata s oxydativnim Stépenim cukri, kdezto
s glykolysou podstatng méné (Di Marco a sp. 1956, Boretti a sp. 1956). Byla-li oxydativni cesta potla-
¢ena enzymatickym jedem (arsenitan) a vyvoléna glykolysa, byla podstatn® sniZena produlkce anti-
biotika, aniZ doslo k ovlivnéni rtistu organismu. Titi% autoti dokézali, ze produkéni mycel kultury
Streptomyces aureofaciens je vybaven enzymy dvou metabolickych cest, a to glykolytické a oxyda-
tivni, a domnivaji se, Ze pro biosyntesu chlortetracyklinu je vhodns optiméini rovnovéha téchto dvou
cest. Z nadich vysledk bylo mo#no pfedpokladat, %e volbou uhlohydritové slozky lze ménit pomér
oxydativniho a glykolytického #tépeni cukria. Domnivéme se, #e fruktosa je metabolisovana vice
oxydativni cestou nez glukosa. Této moznosti nasvédduje i dalsi pokus, ve kterém jsme poutili k po-
tladeni glykolysy kyseliny monojodoctové, kterou jsme pridavali ve 12. hod. fermentace (koneéna
koncentrace 2. 10—% M). Piidavkem kyseliny monojodoctové jsme skuteéns dosdhli zvySeni produkece
chlortetracyklinu v pads s glukosou na 700 pg/ml proti 100 ug/ml v ptidé bez kyseliny monojodoctové.
Podobné vysledky jsme ziskali s fluoridem sodnym. Po ptidéni fluoridu sodného (1072 M) ve 12. hod.
fermentace do pudy se sacharosou se zvyiila rovné produkee chlortetracyklinu. Pridédvané inhibitory
mély na produkei chlortetracyklinu daleko v&t$i vliv v podateéni dobs fermentace (od 8. do £0. hod.)
nez v pozdéjsich hodindch.

Uvedené vysledky se shoduji s praci Matelové a sp. (1955), kte¥i zjistili znadény vliv zmén piikonu
kysliku do fermentaéni piidy na produkei chlortetracyklinu v ranych hodinach kultivace. Je otdzkou,
zda kultura Streptomyces aureofaciens nereaguje na vndjsi zésah citlivéji v ranych hodindch kultivace
neZ pozdéjsich v souvislosti s mo#nymi zménami v intensité aerobni a glykolytické cesty metabolismu
cukru.
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OtHomenne meraGoMamMa pas3IMUHBIX YIJIEBOMAOB K MPOAYKINN
XJI0pTeTPAaUKINHA y mramma Streptomyces aureofaciens

H. Poroc u II. ITpoxaska
Pezowme

Mstl ycraHOBUIIM, YTO NPUCYTCTBHME B CPEie CAXAPO3bI, PPYKTO3H U TIIOKOBBI CUIBHO BIMSET
Ha TPOAYKUMIO XJIOPTeTPALUKIANHA mramMmom Streptomyces aureofaciens. B cpeme ¢ dppyrroson
IPOAYKUMSA XTOPTETPAUMKIMHA FOCTUTAET NOYTU TAKUX Ke PABMEPOB, KAK B Cpefe ¢ caxapoaoii,
& B HEKOTOPHIX CIY4asX — faske Gojiee 3HAUNTENBHEIX. B Cpefle ¢ TI0K030it eTo MpogyKIuA GLIBAET
ropasjgo HimKe, YeM npu depmeHTanmm c caxaposoii wiu $pywroszoit. — Hecaegoraiocs Tamme
BJIMAHNE HEROTODPHIX JH3NMATHYECKAX SROB. MOHOMONYKCYCHAA KHMCIOTA MOBHILAJIA TIPOIYKIUIO
XIOPTETPAUMKIINHA B Cpefie ¢ TIII0KOB0M, TOrAa Kak QTOPUCTHIA HATPM — B Cpefe ¢ caxaposof.
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The Relationship of the Metabolism of Different Carbohydrates in the Production
of Chlortetracycline by Streptomyces aureofaciens

J. Rokos and P. Prochdzka
Summary

The production of chlortetracycline by Streptomyces aureofaciens was found to be markedly affected
by the presence of saccharose, fructose and glucose in the medium. The production of chlortetracycline
in & medium containing fructose attained approximately the same values as those obtained in & medium
containing saccharose, and in some cases even higher values. In a medium containing glucose, production
was far lower than on fermentation with saccharose or fructose. The effect of some enzymatic poisons
was also tested. Monoiodoacetic acid increased the production of chlortetracycline in media containing
glucose, while sodium fluoride increased production in media containing saccharose.
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Zpravy

Zprava o celostatni porad® o ochrang priimyslovych vyrobki
proti biologickému znehodnocovani

Ve dnech 7. a 8. kvétna 1957 se konala v Liblicich pracovni porada svolana Biologickym ustavem
CSAV a sekretaridtem statniho plénu vyzkumu p#i CSAV o problému ochrany priimyslovych vyrobka
proti biologickému znehodnocovani, t.j. proti poskozovéani bakteriemi, plisnémi, dievokaznymi hou-
bami a pod.

Porada byla svoléna proto, aby byl ziskin piehled o soudasném stavu vyzkumu a praxe, aby byl
zhodnocen nirodohospodéisky dosah biologické korose a aby na zdkladd téchto poznatkd mohl byt
co nejutinnéji a nejuctelnsji koordinovén dali zédkladni i aplikovany vyzkum. Ztéastnili se ji pracov-
nici vyzkumnych dstavi i zéstupei pramyslu.

V zahajovaecim referaté poukézal akademik Malek na d¥ivejsi nedocenovani biologického faktoru
pii znehodnocovani raznych materidla a zdaraznil dosavadni Zivelnost pii fedeni otézek biologické
korose a nutnost koordinace.

V hlavnich prednaskéch objasnil Ing. Roubal (Vyzkumny ustav ochrany materidlu) nékteré za-
kladni pojmy & vymezil éty¥i zdkladni cesty ochrany proti korosi (vybér materidlu, konstrukéni dpravy,
uprava vnéjsiho prostfedi a povrchové upravy) a V. Zanové (Biologicky ustav CSAV) se dotkla spravné
volby zku$ebnich mikroorganisma a jejich daldiho udrzovéni, zduraznila dulezitost volby materialu
a nutnost jednotnych metodik pro vybér materialu.

Odborné referaty zahdjil Ing. Payer a V. Payerové (Plyndrensky tstav) sdélenim o mikrobni odol-
nosti isolaci potrubi v zemi. Plyndrensky ustav vypracoval novou antikorosni bandéz pro isolace
potrubi a opravy isolaci elektrickych kabelt, kter je odolnd vidi pasobeni plisni a pudnich bakterii
a odstranuje obtiZnou a té¥kopadnou préci s horkym asfaltem v terénu. Problém byl fesen s hlediska
fysikaln® chemického i biologického soudasnd & byla vyzdvizena telnost spoluprace korosnich odbor-
nika a biologu.

V daldim referaté upozornil Ing. Barta (Vyzkumny ustav kvasného pramysiu) na velké korose,
které vznikaji vlivem sirnych bakterii na vodnich dilech a na potrubi, zejména v pudéch bohatych
na sirany. Vyzkum v tomto oboru je velmi nutny a nalezeni prosttedkd proti udinku sirnjch bakteri
by pfineslo velké tspory.

Ing. Dolezel (Vyzkumny ustav ochrany materidlu) podal piehled soudasného stavu ochrany plas.
tickych hmot proti plisnim, uvedl zpsoby ochrany a pozadavky, které jsou kladeny na fungicidni
latky pro plastické hmoty a vyjmenoval fadu sloudenin, které se osvédtily jako ochrana uréitych
plastickych hmot. V zdvéru svého referdtu zduraznil nutnost vyteseni ochrany termosetickych mate-
ridld a pryzi, vypracovani zdravotnich pfedpisti pro préci s fungicidnimi latkami, YeSeni problému
adaptace na fungicidy a nutnost hledani novych latek s vystuptiovanymi fungicidnimi a baktericidnimi
vlastnostmi a se sniZenou toxicitou. Plastickych hmot se tykalo také daldi sddleni Ing. Bomara (Vy-
zkumny ustav obalovy), ktery hovoiil o odolnosti polyvinylchloridu, polyamidu a polyethylenu proti
mikroorganismim za obtiZnych skladovacich podminek.

Dalsi dva referaty se zabyvaly ochranou d¥eva a dievénych vyrobka. Pracovniei Vyzkumného
ustavu technologie dfevoprimyslu Ing. Ledvina a Ing. Cermék ve svém referatu hovoiili zejména
0 impregnaci dfeva jako zpusobu, jim# lze prodlouzit Zivotnost dieva a sni%it t&zbu. Ing. Koukal se-
znamil i¢astniky konference s praci Vyzkumného ustavu dfevatského v Bratislavs, kde sleduji jednak
napadéni a rozklad dieva houbami, jednak fedi problém ochrany dievni suroviny, materidlu a tropi-
kalisaci dieva, to znamend ochranu proti tropickému klimatu. Oba dievaiské ustavy chtéji zavést
chov termit a testovaci metodiky na odolnost materialt proti témto skidetm.

Ing. Malivdnkové (Vyzkumny tGstav pramyslu papirenského) zdiuraznila nutnost reeni otézky
ochrany papirovych obali a specidlnich papirti uréenych pro tropy a otdzky konservace surovin a polo-
latek zpracovanych v papirenském pramyslu (dfevo, dievovina, buniéina, atd.).

O problémech kozeluzskych, které zasluhuji fefeni, referoval promovany biolog P. Safaiik. Jde
predevSim o zlepseni konserva¢nich metod a suroviny a odstranéni ztrat zpusobenych rozkladem
tiislovin.

O organisaci a soutasném stavu vyzkumu v elektrotechnické tropické stanici v CLR podal zpravu
Dr Blahnik, ktery také seznamil tidastniky konference s vysledky laboratornich zkousek elektrickych
isolantti provedenych ve Vyzkumném tstavu silnoproudé elektrotechniky, a zminil se té% o pozadavcich
na zékladni mikrobiologicky vyzkum.

Daldf referat Ing. Zajicka z Vyzkumného tstavu antibiotik se tykal problému, jak zabranit toxic-
kému pusobeni Zeleza pii biosyntese chlortetracyklinu a oxytetracyklinu. Osvédéila se vrstva ce-
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ment —vodni sklo, kters snese sterilisaci, bréni styku Zeleza s Zivnou pudou a soutasnd bréni korosi
feleza & zvySuje Zivotnost fermentadnich tanku. VyfeSenim tohoto problému bude moZno zavést
vyrobu chlortetracyklinu v n. p. Penicilin o tfi roky diive.

Druhy den porady zahajili svymi referaty pracovnici Vyzkumného ustavu agrochemické techno-
logie (Dr Bedka, Dr Tomsan, Ing. Stota, PhMr Skrobal); jejich zpravy se tykaly jednak nékterych
fungicidnich latek, jednak vybérovych a srovnévacich zkousek pro fungicidy. Slo pfedeviim o orga-
nické sloudeniny rtuti typu RHgX, kde R je alkyl, aryl nebo heterocyklicky radikal a X je anion,
nejéastji jednoduchy anorganicky nebo octanovy iont. Dalsf referat se tykal jednojadernych a vice-
jadernych fenolit a nékterych piibuznych létek.

Posledni referat V. Zanové se tykal zkusebnich metodik na odolnost materidlu proti plisnim. Bio-
logicky tstav vypracoval metodiky, které zahrnuji tfi zptisoby zkouSek: zkoudku materidll samotnych,
zkoulku materiéla chrénénych fungicidni latkou a zkousku trvanlivosti fungicidnf latky aplikované
v materiéle. Tyto metodiky maji nahradit staré a nevyhovujici mezindrodni normy pro testovéni
materidli.

Ze viech prednesenych referdti a pisemnd podanych materidli vyplynulo, %e mikrobni korose
zptsobuje katdoro¥nd$ nafemu nérodnimu hospodéistvi stamilionové ztréty. Ve vyzkumu se jiZz do-
séhlo ndkterych vspéchi, jako na pHklad ve vypracovéni testovacich metodik, ve vyteseni ochrannych
isolaci pro potrubf, v aplikaci fungicid v plastickych hmotéch a ve vyrobd novych fungicid. Realisace
ve vyrobd je viak dosud nedostatena. )

Referujict i ostatni tdastnici konference velmi kladnd hodnotili pifnos & metodickou pomoc Bio-
logického ustavu CSAV.

Na z4vér porady ptijali udastnici resoluci, kterd doporutuje:

1. Koordinovat v oboru biologické korose zékladni vyzkum v Biologickém ustavu CSAV a apli-
kovany vyzkum ve Vyzkumném ustavu ochrany materidlu G. V. Akimova.

2. Zaméfit vyzkumnou &innost zejména na studium ochrany vodnich staveb, zafizeni v zemi a hlav-
nich exportnich vyrobka.

3. Pokratovat & rozvijet dosavadni vyzkum a roziifit jej na kovy a anorganické materidly.

4. Rozvijet vyzkum ochrannych létek i s hlediska zdravotni nezédvadnosti.

Konference navrhla zatadit problém ,,Korose v ptirozenych podminkéch®, jehoZ souddsti je i bio-
logické korose, do jednotného stétnfho plénu.

Ema Vintrovd
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Druhé v8esvazova konference o antibiotikach konani v Moskve ve dnech
31. kvétna — 9. dervna 1957

Ve dnech 31. kvétna a% 9. Gervna 1957 probihala v Moskevské statni universitd v Moskvs IT. Vie-
svazovd konference o antibiotikdch. Konferenci potddalo ministerstvo zdravotnictvi SSSR. Zucastnilo
se ji téméF 2000 delegatt, pracujicich ve vyzkumu antibiotik, v technologii vyroby antibiotik a na pou#iti
antibiotik v klinické i mimoklinické praxi. Na rozdil od prvni konference, kters se zabyvala pfedeviim
koordinaci vyzkumnych plént pracovist SSSR, probihala druhé konference za udasti delegatil lidove
demokratickych stdtu. Tim byla i tato konference ve skutednosti druhou konferenci antibiotik socialis-
tického tébora a navazovala tak na prvni konferenci potédanou pred dvéma lety ve Varsavs.

Ze zahrani¢nich delegaci byla nejpodetnsjii delegace z CSR (7 pracovnikii). Konference se déle ztidast-
nily delegace z Cinské lidové republiky, Polské lidové republiky, Madarské lidové republiky, Bulharské
lidové republiky, Rumunské lidové republiky, Némecké demokratické republiky, Federativni lidové
republiky Jugoslavie a Mongolské lidové republiky. Z USA se ztiéastnil konference S. A. Waksman, ktery
byl v té dob& na navitévé v SSSR. Vzdenym hostem na konferenci byl i vyznamny zdravotnicky pra-
covnik 8. 8. Sokhey z Indie, laureat Stalinovy ceny miru, ktery jiz delsi dobu aktivné sleduje préaci na
antibiotikdch v zemich socialismu & proto se velmi aktivnd zudastnil zv14sts zévéreénych jedndni, pti
nichZz propagoval jednak rychlé pfevadéni vysledkd do praxe a jednak urychlené poskytnuti pomoci
zv148td tém zemim, které potiebuji zavést vyrobu antibiotik.

Césti konference se ztdastnila ministrynd zdravotnictvi SSSR M. D. Kovrigina. Prvé Styfi dny byly
predné$eny véechny referity v plendrnim zasedéni. V daldich dnech byly referaty rozdsleny do t#i sekei:
1. sekce biologie producentii, chemie a technologie antibiotik; 2. sekce experimentélnd klinického
vyzkumu antibiotik; 3. sekce ziskdvéni a vyzkumu novych antibiotik. Konference méla v prvé fads
ukdzat v celé §iii problematiku vyzkumu a vyvoje antibiotik v SSSR a lidovs demokratickych statech,
naznalit dal$i sméry vyzkumu, ukézat a doporudit nejvhodngjsi metody a vytvofit podminky pro sjedno-
ceni vyzkumu antibiotik v 88SR a lidov® demokratickych stétech.

Ceskoslovenské delegace prednesla .celkem 8 referdtt, které piedstavovaly nejdulezitdjsi vysledky
na viech Gsecich vyzkumu antibiotik. Jednotlivé ptednésky i soubor refertii jako celek vzbudily mimo-
fddnou pozornost (jak bylo zdiraznéno i v zdvéru konference) pfedevsim i tim, %e ve v&t&in® ptipada
ukazovaly i nové cesty a piistupy, které na konferenci bud nebyly zastoupeny nebo byly zastoupeny
neuplné. Proto i ¢4st referentd byla pozvéna do piedsednictva plenérnich zasedani. Praci vykonanou
v Biologickém ustavu CSAV p#i hledéni novych antibiotik i pfi rozpracovani vhodnych metodik prednesl
ve svém referdtd 1. Mélek; prace vzbudila pozornost jak origindlnim piistupem spoéivajicim daleko vice
nez na pracovistich sovétskych v biochemické analyse producenti, tak i nékterymi vysledky o roli
polyenovych antibiotik (Sevéik a spol.). Zcela mimofédny zdjem vzbudil referat P. Malka o lymfotrofnich
antibiotikéch; bylo konstatovéno, Ze prace zahajuje novy smér ve vyzkumu i pouZiti antibiotik v klinické
praxi. Po pfedneseném referstu byl P. Mélek jako &tvrty élen &s. delegace vzat do presidia konference.
Referat M. Herolda, doplnény referdtem V. Skoly o vyrobs technickych preparata chlortetracyklinu pro
krmné ucely i o vysledeich, kteryeh bylo pii jeho pouziti dosaeno, odkryl na konferenci jinak nezastou-
penou &¢dst vyzkumu pouziti antibiotik, kterd je pravé dnes pro Sovétsky svaz pii jeho velkych tikolech
v %ivodisné vyrob&é mimoiadné dulezitéd. Na plendrnim zasedéni byl pienesen i referat O. Mikese
a F. Sorma o chemickém slozeni sovétského antibiotika albomycinu, ktery ukdzal jako nespravné tvrzeni
americkych badateld, Ze albomycin je totoZny se zndmym jiz antibiotikem griseinem. O ostatnich nagich
referdtech a jejich ohlasu se zmitiujeme u jednotlivych sekei. Referat S. A. Waksmana se zabyval celkem
zndmymi zkufenostmi o socidlnim vyznamu antibiotik.

Z pract tykajicich se biologie producentt antibiotik pfednesenych na plendrnim zasedéni nebo v sek-
cich mé&l v prvé ¥ads vétsi vyznam refersdt N. A, Krasilnikova, v ném# autor ukézal zakladni problematiku
morfologie a fysiologie aktinomycet jako producenti antibiotik. V&tsi pozornost vzbudily téz referaty
S. L. Alichanjana a jeho spolupracovniki tykajici se selekce producenti antibiotik. Praktické vysledky
byly ziskdny pii pouZiti metody hybridisace, UV-zé¥eni, X-paprski, ethyleniminu a aktinofiga jako
mutagenniho faktoru. Zajimavé vysledky s hlediska fysiologie producenta penicilinu ptednesl N. D. Ijeru-
salimskij ve svém referatu o vyvojovych stadiich na plisni Penicillium chrysogenum p¥i hloubkové kulti-
vaci. Z referatti zabyvajicich se biosyntesou antibiotik zasluhovaly vétsi pozornost referaty M. M. Levi-
tova o ucasti nekterych aminokyselin v biosyntese penicillinu, N. S. J egorova o vlivu inositu a latek
s guanidinovou skupinou na biosyntesu streptomycinu, dale o vliva p-dimethylaminobenzaldehydu na
tvorbu chlortetracyklinu a referat M. A. Gubernijeva o metabolismu nukleovych latek a fosforu u Act.
aureofactens. Velmi zajimavy byl referdt &inského delegdta Shen-San-Chinn o prubéhu biosyntesy
chlortetracyklinu, ktery do znaéné miry objastioval cestu vzniku jednotlivyeh meziprodukta. Pro nas
byl tento referat velmi daleZity, nebot také u nas se pracuje na téchto otdzkéch, kde jsme zjistili, Ze vlivem
organickych rhodanida (benzylrhodanid) je moZno podstatng ovlivnit déje pfi biosyntese aureomycinu
(pferuSovéni vzdu$néni, nepfiznivy vliv vy$si hladiny anorganickych fosfat,, atd.). Vliv fosfatt na
pritbéh biosyntesy chlortetracyklinu, vliv Zeleza a odstratfiovéani tohoto vliva pfiddnim komplexonti,
byly pfedmétem nékolika dalsich zajimavych sovétskych, ¢inskych i nasich referatii.
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Biologii producentt antibiotik se déle zabyvala fada referdti: N. A. Krasilnikov a L. V. Kalakuckij —
o0 antagonistech mezi t. zv. anaerobnimi aktinomycetami, R. A. Maximova — o vyskytu kmeni produku-
jicich fumagilin v piirodd, N. O. Blinov — o studiu producentii protihoubovych antibiotik typu kandi-
cidinu, A. G. Kudajeva — o aktinomycetéch skupiny.dct. lavandulae, A. I. Korenjako — o producentech
streptomycinu, E. S. Kudrina — o producentu albomycinu. Velkou pozornost vzbudil referat o vynu-
ceném antagonismu Met¢nikovova Zédka Sillera, ktery na této otézce teoreticky jist® pro antibiosu velmi
duileZité pracuje témét pul stoleti.

Daldi skupina referdtti, z nich# uvédime jen nékteré zajimavéjsi, se tykala chemickych a techno-
logickych otézek pii isolaci antibiotik. V této skupiné byly pfedneseny pfevéind referdty z vyzkumnych
ustavis a daleko ménd referaty z useku technologie a zkukenosti ze zévodd. Byla to skupina referdta
tykajicich se isolace penicilinu V, chemickych vlastnosti penicilinu V, rychlosti jeho rozkladu (G. L. Klei-
ner, A. S. Chochlov, B. P. Bruns se sp. atd.). Jeden ze zajimavych referati se tykal syntesy asi &tyFiceti
amini potiebnych pro piipravu soli penicilinu depotniho charakteru (Z. V. Pudkarjeva). Dalii referdty
jednaly o isolaci antibiotik pomoei méni®d jonti. N¥kolik referétt se tykalo isolace a &isténi strepto-
mycinu na ménidich typu divinylbenzenmetakrylové kyselina. Z téchto referati vyplynulo, Ze bylo
pripraveno ndkolik ménith iontd, z nich% posledni oznateni KFUCH povaZuji autofi za optimélni pro
isolaci & &i¥téni streptomycinu. Zajimavé bylo taksé, e se podatilo vypracovat metodu a p¥ipravit ménide
ionti vhodné pro isolaci oxytetracyklinu & do jisté miry i chlortetracyklinu (méni¢ SBS 3) a albomycinu
(ménit iontt CDV-3, G. V. Samsonov, Leningrad). Z t&chto referatt vyplyvé, Ze jak skupina pracovnika
leningradskych, tak moskevskych pfednesla velmi konkretni a dalezité poznatky z tohoto vseku. Dalkf
referéty z této skupiny se tykaly pHpravy dihydrostreptomycinu (S. M. Maniofe) a ziskéni krystalického
erythromycinu (D. M. Trachtenberg). Jeden referdt pojedndval o zajimavé otézce pouZiti methyl-
siloxanu jako odp&tovadla (P. S. Zasypkina). Ze zévaZnosti obsahu vétdiny referatd i z jejich pottu
vyplynul zna¢ny pokrok, kterého bylo v SSSR v poslednich letech dosaZeno ve vyzkumu a technologii
antibiotik.

V této sekei byly pfedneseny také referdty &lenti nasi delegace E. Bélika, ., Vliv benzylrhodanidu na
produkei chlortetracyklinu®, a V. Sevéika, ktery se tykal otdzky enzymu pfi biosyntese aktinomyeini.
Referat Belikav byl velmi zajimavy a dilefity, protote tato latka podstatnd zvySuje vytdzky chlor-
tetracyklinu i u kment s vysokou produkei. Na konferenci se ukézal i jeho vyznam teoreticky, nebot
d4vé nové moznosti pro ovlivnéni biosyntesy chlortetracyklinu. Predneseni zkuSenosti o fermentaéni
vyrob® chlortetracyklinu si pfimo vyZadala sov&tskd strana. Referat V. Sevdika byl velmi zajimavy
zv145té s hlediska teoretického, protoZe ukazuje nové cesty ke studiu biosyntesy a fermentaci neznémych
antibiotik.

Referaty zabyvajici se popisem novych antibiotik byly pfedneseny pracovniky z Ustavu pro ziskdvéni
novych antibiotik v Moskvé (protibakterijni antibiotika krystalomyecin a aktinoidin, protivirové anti-
biotika heliomycin & cerulomycin), déle pracovniky z Viesvazového vyzkumného uUstavu antibiotik
v Moskv® (protivirové antibiotikum aktinoxanthin), z Gamalejova Ustavu epidemiologie a mikrobiologie
v Moskvé (sekazin), z Mikrobiologického tistavu AV S8SSR (nové protivirové antibiotika z aktinomycet)
a jiné. V&t3i potet referdti se zabyval metodikami pro ziskdvéni antibiotik s protitumorovym a proti-
virovym utinkem. U prvych byla propracovéna vedle pokusi na zvifatech (mySich), zvladtd japonské
metoda vyuZivajici vlivu antibiotika na oxydoredukéni schopnost suspendovanych bundk ascitického
Ehrlichova tumoyu. U jinych déle béZnych metod poutivali pokusi na zvifatech nebo na tkatiovych
kulturdch 8 virem chiipky, a tu zasloui pozornost skute¢nost, %e uéinek nékterych antibiotik na poly-
valentni aktinofdgy jde soub&ind s Gdinkem na ndkteré viry.

Experimentéln® klinické sekce vyzkumu antibiotik se seila Sestkrdt v puldennich zasedénich za
predsednictvi piednich pracovnikd v oboru teorie a praxe antibiotik (Z. V. Jermoljeva, P. N. Ka&kin,
Ch. Ch. Planjeles, V. Ja. Slapoberskij, G. P. Rudnjev, P. Mélek, atd.). Bylo pfedneseno 93 referdtu vedle
tetnych koreferati a diskusnich pispdvki. Byly probrény vkechny otézky antibiotik, na které hledd
odpovéd klinik ve své denni praxi, jako je otézka citlivosti mikroorganismt na entibiotika, farmako-
dynamika jednotlivych antibiotickych preparéty, otdzka vedlejsich piiznakd a mnovych syndromiu
vznikajicich po podéni antibiotik a pod. V otézkéch vzniku resistence mikrobu byla vénovéna pozornost
v&em hlavnim mikroorganismiun (stafylokoky, salmonelly, E. coli atd.). Je zajimavé, Ze pom&rné mélo
referdtt bylo vénovéno epidemiologickym otdzkdm ve vzniku resistentnich stafylokoka v prostredi
nemocnic, a to pravdépodobnd proto, %e nésledkem raciondlniho pouZivéni antibiotik komplikace
vyvolané resistentnim stafylokokem nejsou je&t8 v Sovétském svazu tak hrozivé jako ve statech, kde je
antibiotik pouzivédno asto nekriticky. Pokladali jsme za svoji povinnost zvl4$ts na tuto otézku v diskusi
upozornit (P. Mélek). V otézkéch komplikaci po podévéni antibiotik bylo zv145té mnoho referatd véno-
véno problému kandidomykos, ktery byl sledovén na modelovych infekeich i na nemocnych na klinice.

Velkou pozornost je nutno vénovat referatim ze Skoly Z. V. Jermoljevové, kterd velmi spravné
zduraziiuje nejen nutnost hledani novych antibiotik, ale i moZnost vypracovavéni novych preparédti ji%
znémych antibiotik nebo jejich vzéjemnych kombinaci. Zndmé jsou jiz jeji preparaty penicilinu
s ekmolinem. Na konferenci uvedla se svymi spolupracovniky daldi prepardty s ekmolinem, jako ekmolin
s tetracykliny (ekmobiomyein). Je zajimavé, Ze tato antibiotika s ekmolinem uéinkuji i na kmeny
resistentni, na samotny penicilin nebo biomycin, a vytvéfeji ve tkénich organismu podstatné vyssi
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koncentrace. Nésledkem toho jsou tyto kombinované prepardty penicilinu a tetracyklinu G¢inn&jsi ne%
samotny penicilin nebo chlortetracyklin, jak bylo dokézéno v experimentu na p¥iklad u pneumokokovych
sepsi nebo u dysenterie. Pozornosti zaslou#i té% preparat tetracyklinu s dibenzylethylendiaminem
(DBED), tedy obdoba superdepotnich preparétt penicilinu. Mimo tyto kombinace nebo nové sole
antibiotik bylo upozornéno na mo#nost praktického pouziti ndkterych novych antibiotik jako koli-
mycinu a mycerinu patficich do skupiny neomycinovych preparata. Dale je to neocid, preparat zhoto-
veny V. 8. Derkatem a Gginny proti nddortm.

Prakticky cenné a duleZité jsou téZ préce ze Skoly Ch. Ch. Planjelese, ktery ji% mnoho let zdtraztiuje,
%o na utinné koncentrace v misté infekee nelze soudit jen podle hladin v krvi, ale Ze je nutno daslednd
sledovat rozprostieni jednotlivych antibiotik v organismu a jejich primik do raznych tkani. Referaty
pfednesené z tohoto oddéleni na konferenci rozvijeji déle tuto otazku. Byly sledovény na priklad otdzky
kolobéhu tetracyklinovych antibiotik v organismu, vazba téchto antibiotik na bilkoviny sers i tkéni
& podobnd. Vedle téchto skupin praci, na které bylo struné upozornéno, byly piedneseny dalsi desitky
referdtl ze viech obora mediciny, z kterych bylo lze usuzovat na rozvijeni otdzek antibiotik u infekénich
chorob, v chirurgii, u tuberkulosy, oftalmologii atd. Ze viech referati vyplynulo, %e antibiotika se v So-
vétském svazu stala 16ky, jejichZ pouivéni proniklo do nejdir$iho terénu a Ze tésny svazek mezi terénem
a vyzkumnymi stfedisky je zdrukou dalsiho uspédného rozvijeni otdzek pouzivéni antibiotik v klinice.
V této sekei se také velmi dobfe uplatnila prace prednesens ¢s. delegaci z Biologického ustavu CSAV
(J. Rokos, M. Burger, P. Prochézka), kterd odkryla jako zdroj vedlejsich nepiimych téinka pri aplikaci
chlortetracyklinu jeho Géinek na pankreatické enzymy i cestu jak tento u¢inek odstranit.

Po skondeni konference, jejiz zasedéni trvala kazdodenns od 9 hodin réno do pozdnich hodin vedernich
8 krétkou poledni piestdvkou, jsme se snaZili v n8kolika mélo zbyvajicich dnech sezndmit se co nejvice
s praci jednotlivych mouskevskych pracovist, kters, fedi otézku antibiotik. V Sovétském svazu se pracuje
na vyzkumu antibiotik ve t¥ech rovindch: na pracovidtich Akademie véd SSSR se fesi obecnd teoretické
otézky jako systematika a ekologie producentt (N. A. Krasilnikov, A. J. Korenjako, G. K. Skrjabin);
v nové budovaném Ustavu biologické fysiky bude ziizena pod vedenim 8. I. Alichanjana laboratot,
kters, bude fedit teoretické otdzky selekee producents pomoci prudee uginkujicich diniteli. V Akademii
lékafskych véd SSSR pracuje na otdzkéch hledéni novych antibiotik novd vybudovany Ustav pro hledani
novych antibiotik (8. D. Judincev, G. F. Gauze, M. G. Braznikova, V. A. Sorin) a Planjelesova laboratot
v Gamalejov®é Ustavu epidemiologie a mikrobiologie. Ministerstvo zdravotnictvi SSSR mé pro otdzky
antibiotik V¥esvazovy vyzkumny tistav antibiotik v Moskv® (feditel M. A. Guberninjev), ktery v posled-
nich letech prudce vzrostl (mé dnes téméF 500 pracovniki) a zabyvé se hlavns rozpracovavanim anti-
biotik pro vyrobni i klinickou praxi. Byl nové zi#zen Vyzkumny tstav antibiotik v Leningrads (feditel
P. N. Ka8kin), ktery se podle ptednesenych referitt zaméiuje hlavnd smérem klinické aplikace, a ustav
ve Sverdlovsku. Vedle toho se vSak pracuje na problematice antibiotik i na vysokych Skolach (Bio-
logicks fakulta Moskevské university & jiné) a v Ukrajinské akademii vad.

Podévéme struény piehled o préci na moskevskych pracovistich.

Mikrobiologicky vstav AV SSSR v Moskvé

Vyzkumu antibiotik se vénuje velks pozornost ve tfech oddslenich ustavu. 1. V oddéleni prom®nli-
vosti a dédi¢nosti mikroorganismi, vedeném feditelem ustavu A. A. Im$eneckim, se fe3i obecné principy
selekee antibiotickych mikroorganismu. 2. V odddéleni vzdjemnych vztahi mikroorganisma, vedeném
N. A. Krasilnikovem, je préce zaméfena piedevdim na studium antagonismu jako obecného jevu. Cast
praci je vénovéna vyznamu antagonismu pro systematiku aktinomycet. Na tuto praci navazuje studium
ekologie antagonistii & dale pousiti antagonistti a antibiotik proti chorobdm rostlin. Vtsi pozornost se
vénuje protivirovym antibiotikim. 3. V oddéleni technické mikrobiologie, které vede V. N. Sapognikov,
pracuje N. D. Jerusalimskij, zéstupce Feditele ustavu, ktery se zabyvé predeviim fysiologickyrai stadii
producentt antibiotik. V odd&leni se fesi fada problémi, zabyvajicich se studiem biosyntesy antibiotik.

Po skonéeni konference pfednagel V. Sevéik v Mikrobiologickém tistavu AV SSSR na %4dost vedou-
cich pracovniki tohoto Gstavu o mikrometodéch pouzivanych p¥i vyzkumu novych antibiotik, které
byly vypracovény v Biologickém tstavu CSAV. Piednadky I. Méalka a V. Sevéika se staly podkladem
pro Sirdi diskusi v Mikrobiologickém ustavu AV SSSR o spoletném vyzkumném plénu v oboru anti-
biotik. Na zdvér diskuse byl vyhotoven koncept spoleéného vyzkumného plénu v oboru antibiotik pro
Mikrobiologicky ustav AV SSSR a Biologicky tistav CSAV, ktery bude piedloten obsma akademiim
ke schvileni. Prdce na spole¢ném plénu bude zahajena jiz v IL. pololeti 1957.

Katedra mikrobiologie na biologické fakulté Stdtni Lomonosovovy university v Moskvé (vedouei V. N.
SBaposnikov).

Fysiologie mikrobti vzhledem k produkeci antibiotik je feSena pod vedenim V. N. Sapoinikova
a N. D. Jerusalimského. Pod vedenim N. A. Krasilnikova je zde fe$en problém toxikosy pudy. Zajimavé
vysledky byly ziskény pii sledovéni toxicity pid z rtznych oblasti SSSR. Toxicita pad maze byt
zplsobovéna jednak anorganickymi latkami a jednak produkty létkové vymény mikroorganisma
(antibiotiky). Pozoruhodné vysledky zde byly ziskdny té% u akumulace radioaktivnich latek bakteriemi.

Ustav pro hleddni novych antibiotik Akademie lékaFskijch véd (Feditel S. D. Judincev) v Moskvé.
Pomérnd rozsshly tstav (téméi 200 pracovniki) vznikl z Laboratofe pro hledéni novych antibiotik
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Akademie lékaiskych véd, jejiz zdklad byl vytvofen v roce 1948. Zakladni problematikou ustavu je
ziskdvéni novych antibiotik s protibakterijnim, protivirovym & protitumorovym uéinkem. Ustav ma
oddéleni biologie producentit (G. F. Gauze), oddéleni isolace a &isténi antibiotik (M. G. BraZnikova),
oddsleni farmakologie & experimentélni terapie (V. A. Sorin) a pomocnou laboratof pro pipravu fivnych
pad. V budoucnu mé byt ziizeno oddéleni selekce producentt antibiotik a sbirka mikroorganismi, déle
chemické oddsleni pro vyzkum struktury antibiotik. Prace tstavu je zaloZena na Sirokém sbéru anti-
biotickych mikroorganismi, kterého se zutastni sit hygienicko-epidemiologickych stanic. Po isolaci
antibiotické aktinomycety se nejdfive zjidtuje, zda jiz v ustavu bylo pracovéno se ziskanym druhem
aktinomycety. Pro tuto préci byl v ustavu vypracovén rychly klié.*) Pro dalsi préci se berou druhy
antibiotickych aktinomycet, s nimiz v ustavu dosud nebylo pracovéno. Z uéinnych kmenu ptipravuje
chemické skupina prvé koncentraty, u nich% se zjistuje toxicita a soub&Znost s aktivitou. Vhodné prepa-
raty jsou déle &istény a u vybranych latek se zkousi jejich chemoterapeutickéd wi¢innost na 12 typech
bakterii, dédle na viru chiipky, Ehrlichov® ascitickém tumoru a na Crockerové sarkomu. U vhodnych
preparétt se ddle sleduje jejich farmakologie. V posledni dobé se v Gstavu pracuje na tfech novych anti-
biotik4ch, kterd byla ziskéna v krystalickém stavu: cerulomycin, heliomycin & krystalomycin.

Viesvazovy vyzkumny dstav antibiotik v Moskvé mé tato zdkladni oddéleni a ukoly, které formuloval
feditel ustavu pii nadi ndvitdve: 1. technologie antibiotik zékladnich i nové uvédénych do provozu;
2. nové antibiotika (ve spolupréci s Vyzkumnym ustavem novych antibiotik, G. F. Gauze); 3. selekce
kmeni1 provoznich i novych; 4. fysiologie producentu (podminky fermentace, nové pady, mechanismus
biosyntesy, prekursory); 5. chemické oddéleni (chemie, fysikélni chemie, analytika, struktura antibiotik,
vyzkum metod isolace, chromatografie, méni¢e ionti atd.); 6. technologie aparatur a pokusné provozy
(konstrukéni oddéleni a poloprovozy fermentaéni i chemické; 7. experimentélni terapie (Z. V. Jermol-
jeva). Nové 1ékové formy, biologicks kontrola, modelové infeki¢ni pokusy atd.; 8. oddéleni novych anti-
biotik; 9. varna pad; 10. hlavni mechanik; 11. dokumentaéni odddleni; 12. administrativa. Ustav mé
celkem 500 zamé&stnanci (administrative 37 zaméstnanct). Dulezité ukoly, jako na pi. nové antibiotika,
selekce, fysiologie, analytika, chemie, technologie, maji nejméné 20 spolupracovnikii. Vybaveni ustavu
je s hlediska aparaturového velmi dobré a Géelné, i kdy% Gstav zatim neni na viech tsecich vybaven tou
nejmoderndjdi aparaturou. Vedouci &initelé vSak poklddaji vybaveni ustavu za podminku prvotfadé
diilezitosti, o temz svédei Fada novych aparatt, které postupnd ziskdvaji i z dovozu.

Z jednotlivych oddleni ustavu nés zvlastd zaujalo odd&leni selekce a hybridisace producentu anti-
biotik, vedené 8. I. Alichanjanem, o niZ jsme se zminili vyse. Oddéleni je bohaté vybaveno personélné
i technicky, pracuje na velmi dobré metodické trovni a doséhlo nespornych vysledku, které se uplatnily
v praxi. V posledni dobs se snaZi pouZit pro selekéni préci zéfeni z atomového reaktoru.

Pii ndvit&vs ustavu si vyzadali spolupracovnici ustavu i delegace jednotlivych zévodu referét ¢lena
&a. delegace (M. Herolda) o biologickych podminkéch a technologii pfi fermentaci zdkladnich antibiotik,
zvl45t8 chlortetracyklinu. V rémeci tohoto referatu byla uspofddéna rozséhléd diskuse, pfi niZz byly
vyménény zkulenosti obou stran.

Déle byl shlédnut moskevsky zdvod II. a na vyslovnou z4dost sovétské strany &lenové deskoslovenské
delegace (M. Herold, E. Bélik) navstivili zdvod I., kde se vyrdbi chlortetracyklin (biomyecin). Po pro-
hlidce z4vodu byla s vedoucimi referenty uspofddéna diskuse o vytéicich a technologii pfi vyrob& tohoto
antibiotika jak v SSSR, tak v Ceskoslovensku a sovétské strand byly sdéleny podrobnosti, které umoziiuji
vysoké vytéiky chlortetracyklinu.

Po skondeni konference byla uskuteénéna fada konkretnich jednéni. Ceskoslovensti delegati M. Herold
& E. Bélik byli pozvéni do vyzkumnych dstavi ministerstva zem&délstvi, kde byly podrobnéji projednany
otézky bezprostiedni spoluprice na vyrobé technickych preparati. Se sovétské strany bylo konstatovéno,
%o metodika vyroby technickych preparétii antibiotickych bude od &eskoslovenské strany v plném roz-
sahu piijata. Byl vyZzéddan materidl, tykajici se vyroby a pouZiti antibiotik pro mimozdravotnické udely
a technologie chlortetracyklinu pro odborny tisk (Herold-Malek, Herold-Bélik). Podrobné byl vyzidan
prehled o &s. zkuSenostech p#i poutiti chlortetracyklinu pfi vykrmu Zivodicht pro akademicky &asopis
,Priroda’ (V. 8kola, Z. Miiller), prace o lymfotrofnich antibiotikdch (P. Malek) pievzata pro &asopis
,.Antibiotiki’, a fadou ustava byly vyféddény podrobné udaje o nasem Geskoslovenském postupu pii
vybéru antibiotickych aktinomycet (Sevéik a sp.).

Neojzévazndjsi jedndni se uskutenilo v podobd symposia na presidiu Akademie 16kafskych v&d. Tam
byly prodiskutovény formy a moZnosti spoluprdce mezi pracovniky a ustavy tédbora socialismu na vy-
zkumu antibiotik. Bylo dohodnuto, Ze bude pro to vytvoren staly antibioticky komitét, ktery bude
koordinovat veskery vyzkum antibioticky, organisovat vyménu zkusenosti a dbét na dobré vyuZiti
viech ziskanych poznatkl, postard se o vytvoreni sbirky antibiotickych kmenu i standard. Bylo dohod-
nuto, %e sovétsky ¢asopis ,,Antibiotiki‘“ bude preménén na &asopis mezindrodni. Budou pravidelns
pofadéna symposia, tykajici se dil¢ich otdzek vyzkumu véetnd vyzkumu technologie. Byly dohodnuty
i spoleéné publikace kniZni. Od Zeskoslovenské strany byla pfevzata monografie Technologie antibiotik

*) G. F. Gauze, T. P. PreobraZenskaja, J. S. Kudrina, N. O. Blinov, I. D. Rjabova, M. A. Sveinikova:
s Voprosy klassifikacii aktinomicetov—antagonistov‘‘, Moskva 1957.
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(M. Herold), Antibiotika (M. Herold, M. Vondradek, J. Neéssek, J. Doskotil), bude pfevzata monografie
P. Malka o pouZiti antibiotik v chirurgti, perspektivné pak se poditd s monografii 0 metodice hledani
novych antibiotik z Biologického tstavu CSAV (Sevéik a sp.), o technologii vyroby antibiotik pro zems-
délstvi a potravinafstvi (M. Herold, E. Bélik) a pouziti antibiotik v zem&dé&lstvi (Z. Miiller). Bylo prijato,
%e pristi konference, majici réz spiSe fady symposii, bude uspotadana v Ceskoslovensku.

Konference, jednani i navStévy ustavu s konferenci spojené se tim staly dalsim dulezitym krokem
pro rozvoj vyzkumu i vyroby antibiotik v zemich tdbora socialismu.

Tvan Mdalek, Eduard Bélik,

Milos Herold, Prokop Mdlek, Viadimir Sevéik, .
Viadimir Skola

Vydéavéa Biologicky ustav Ceskoslovenské akademie véd v_Nakladatelstvi Us. akademie v&d,
Vodidkova 40, Praha II. Adresa redakce: Biologicky ustav CSAV, Na cvidisti 2, Praha XIX.
Administrace: Nakladatelstvi Cs. akademie v&d, Voditkova 40, Praha II, tel. 246241. Utet
Statni banky &eskoslovenské & 438-214-0087, &islo smérovaci 0152-1. SniZeny poplatek povolen
vymérem ¢. 313-400-Be-55. Dohledaci postovni ufad Praha 022. Tisknou a expeduji: Praiské
tiskarny, n. p., provozovna 04, Praha XIII, 8amova 12. Vyslo v &ervenci 1957. - A-01625
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